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i 
ABSTRACT 
 
  The hormone corticosterone (CORT) helps mediate the relationship between 
birds and their environment. I studied nestling and adult birds in several diverse 
contexts to understand how sources of environmental variability contribute to 
re of CORT from fevariation in an integrated measu athers.  
  In nestling tree swallows (Tachycineta bicolor), feather CORT was positively 
related to maximum nest box temperatures. Temperatures may not have been 
challenging for nestlings. Instead, CORT physiology was likely matched to nest box 
conditions. Experimentally‐reduced provisioning resulted in significantly lower 
feather CORT in nestling Cory’s shearwaters (Calonectris diomedea), suggesting 
nestlings invoked an adaptive strategy of CORT suppression to cope with extended 
utrit
ii
n ional challenges.  
  In adults, both enrichment and its removal from the cages of captive Clark’s 
nutcrackers (Nucifraga columbiana) resulted in significant increases in feather 
CORT, but this effect was a function of exposure time. In adult tree swallows, 
increased productivity was positively associated with CORT from feathers grown 
post‐breeding. Although this effect likely reflected the increased energetic expense 
of raising more young, it could not be separated from individual quality. Traditional 
measures of habitat and spatial structure related to Dupont’s lark (Chersophilus 
duponti) population dynamics were not related to feather CORT. However, when 
ratios of stable isotopes of carbon (δ13C) were used as a proxy for environmental 
conditions, a significant negative relationship resulted between δ13C and feather 
 
CORT. This result suggests that combining feather‐based measurements is a 
particularly strong approach to studying habitat‐physiology relationships.    
  Feather CORT quantified hormonal responses to ecological variability in 
general, rather than in response to any specific type(s) of challenges. A unifying 
theme of my work was that, when interpreted in proper context, feather CORT was 
apparently related to energetic demand or exertion. Feather CORT may therefore be 
a proxy for individual energetics. Building on this, I developed a conceptual model 
that helps explains how environmental and physiological variation delineates an 
“ecophysiological niche”, the boundaries of which define a range of CORT values that 
should contribute positively to fitness. My results suggest that feather CORT will 
likely be useful in moving both theoretical and applied research towards a more 
olistic perspective of avian ecophysiology. h
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Chapter 1. General introduction 
 
1.1. Introduction 
 
Vertebrates live in a dynamic world and must respond appropriately to their 
environment to maximize fitness [1]. Understanding the ecological factors to which 
vertebrates respond and how responses relate to fitness are of central importance to 
ecology [2]. Insight into these relationships can be gained by studying the physiological and 
behavioural mechanisms that comprise such responses [3,4]. Products of the endocrine 
system (i.e., hormones) coordinate transitions through life history stages and responses to 
both internal and external change. Therefore, hormones play an important role in 
orchestrating the physiological and behavioural changes required to survive, grow, and 
reproduce [5‐7].  
The hypothalamic‐pituitary‐adrenal (HPA) axis is particularly influential because it 
acts quickly in response to environmental challenges to help maintain homeostasis [2,8‐
11]. When the HPA axis is activated, a hormone cascade begins in the hypothalamus with 
the release of corticotropin‐releasing hormone (CRH). Within seconds, CRH travels to the 
anterior lobe of the pituitary, where it stimulates release of adrenocorticotropic hormone 
(ACTH) into systemic circulation. ACTH acts on the adrenal cortex to release glucocorticoid 
hormones (GCs) within minutes [6].       
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1.2. Glucocorticoid hormones in ecology 
 
Products of the HPA axis, especially GCs, have long been known to play an important 
role in the health of vertebrates (e.g., [12]). Considerable research over the past few 
decades has elucidated the mechanisms of GC action and the numerous influences GCs have 
on the physiology of vertebrates [13]. More recently, interest in GCs from behavioural and 
ecological perspectives has led to productive cross‐discipline research, particularly with 
birds. GCs lend themselves well to these perspectives for three reasons.  
First, GCs regulate energy balance through their effects of reorganizing and 
mobilizing energy substrates such as fat and protein [14‐16]. Importantly, energy is a 
currency of ecology [17], and how individuals allocate limited energetic resources between 
competing demands contributes to life‐history trade‐offs [18,19]. GCs promote conversion 
of fat depots into triglycerides and protein stores into amino acids [20,21]. Additionally, 
GCs increase production of glucose from amino acids (i.e., gluconeogeneis) in the liver and 
oxidation of fatty acids within cells [20]. GC levels are therefore associated with increased 
glucose and plasma triglyceride levels [15,21]. Overall, GCs shift energy use from 
carbohydrate sources to use of fat stores and protein. GCs cycle on a daily basis [22] and 
vary seasonally [23‐25] and with factors related to latitude [26‐28], suggesting that they 
are inte
2
gral to avian life‐history [11,18,29,30].    
Second, GCs are released to help the animal cope with unpredictable or noxious 
stimuli (i.e., stressors [2,13,31]). Ecological factors such as predation, severe weather, diet 
quality and quantity, social conflict, parasite infestation, and habitat quality—all of which 
can act as selective pressures—can influence activity of the HPA axis [32‐41]. Differences in 
 
how individuals respond to similar stressors can be consistent among individuals [42‐44] 
and there appears to be a genetic basis for this [45], suggesting that selection may be acting 
on GC responses [27]. Challenges to homeostasis are pervasive in the wild and evidence 
clearly suggests that GCs are important in coping with such challenges.  
Third, GCs are related to physiology and behaviour throughout the life cycle. For 
example, in young birds, corticosterone (CORT, the primary avian GC) is related to begging 
behaviour [46,47] and dispersal [48,49]. CORT can promote fall migratory behaviours such 
as increased activity and migratory fattening [50‐52]. There are cognitive benefits to 
increased GCs [53], such as enhanced memory during winter in seasonal food caching 
species [54,55]. Yet there are also detrimental cognitive effects, including neuronal death, 
in other contexts [13,56]. Consistent patterns in how CORT relates to fear responses, 
exploration, and novelty suggest a role for GCs in avian personality [44,57,58].  
A complex relationship also exists between GCs and the immune system [13,59,60]. 
For example, increased CORT in eggs can result in suppression of some aspects of the 
immune response in nestlings [61], and nestling immune response can negatively covary 
with CORT [62], yet small amounts of CORT during development may increase immune 
function later in life [63]. The interplay of GCs, immune response, and other physiological 
systems has led to the incorporation of responses to stressors into models of honest 
signalli
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ng [64‐66].  
GCs are also related to reproduction. The effects of GCs and other products of the 
HPA axis include suppression of reproductive function [13,67] and an interaction with 
prolactin to alter parental care [68,69]. Yet, other studies show that parental effort is 
positively correlated with GCs measured during [70,71] and after [72] reproduction. Pre‐ 
 
and post‐natal GCs can have permanent organizational effects [73]. For example, conditions 
experienced by female birds can influence levels of CORT deposited in eggs [74,75]. CORT 
in ovo, in turn, can alter development of the offspring’s GC responses [76], sex ratio 
[71,77,78], flight performance [79], and immune response [77]. Similarly, elevated CORT in 
post‐natal offspring can influence dominance and incubation behavior [80,81], and GC 
responses [82,83], later in life. Although not always causal, GCs are meaningfully connected 
to many aspects of avian behaviour and physiology, including components of fitness ([84‐
86]; for iews see [70,87]).  rev
  
1.3. Addressing knowledge gaps  
 
Although GCs clearly have many important functions in vertebrates, the 
relationships between GCs and life‐history stages, survival, and reproduction is still poorly 
understood [11,25,70,87]. These unresolved issues in GC ecophysiology are due to multiple 
contributing factors. One reason is that GC studies often do not directly assess performance 
and fitness measures [87], and logistical constraints can make collecting these data 
difficult. Additionally, categorical consideration of GC data (i.e., baseline vs. stress‐induced), 
as is typical in most studies using plasma GCs, and interpretation of high levels of GCs as 
“stress”, may be simplistic. Finally, methodology limits the types of GC data that can be 
collecte
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d and, additionally, the time frame over which they can be collected.  
In my thesis, I attempt to present a new and broader perspective on GCs based on a 
new approach to collecting GCs and a recent theoretical model (i.e., Bortolotti et al. 2008, 
Romero et al. 2009). I hope that a broader perspective will lead to a more unified theory of 
GC ecophysiology and a more holistic appreciation of GCs that goes beyond simple 
“baseline” and “stress‐induced” categories that can obscure significant individual variation 
[88]. Although it is important to recognize that GCs at increasing levels have different 
physiological effects, the time course over which they act must also be considered [15,89]. 
However, with few exceptions (e.g., social stressors; [37,90]), we have little appreciation 
for how frequently vertebrates encounter stressors in the wild, how long stressors last or, 
by extension, how frequently maximum levels of GCs occur compared to levels at a 
baseline.  
 
1
 
.4. Instantaneous vs. integrative sampling of corticosteroids 
Instantaneous blood samples, even when taken over hours, still provide only a short 
time frame of GC physiology and may not be repeatable, even over short periods [91]. 
Instantaneous sampling may be meaningful for short‐lived stressors, but less so for longer‐
term stressors, life‐history periods, and ecological factors [91]. Indeed, it is over longer 
time periods that the deleterious effects of chronically elevated GCs arise [13]. Despite 
these uncertainties, strong biological significance is attributed to stress‐induced GC levels 
when baseline may actually be more important, especially in mediating life‐history 
transitions [11]. GCs at all levels and temporal scales are essential to survival. However, the 
need to account for considerable individual variability in the magnitude and repeatability 
of both baseline and stress‐induced values [88,91], and the time course over which GCs act, 
suggests a more holistic approach to the ecophysiology of GCs may be warranted. 
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Integrated measures of GCs may provide new insights because they do not 
distinguish between baseline and stress‐induced GC values. Instead, they incorporate both 
the amplitude and duration of hormone secretion into one value. Integrated responses can 
be calculated from blood samples (e.g., [22,42,92]) and have the benefit of lower inter‐
individual variability [92].  
The integrated measure that fecal glucocorticoid metabolites (FGMs; [93]) provide 
has been used successfully, notably in conservation and captivity contexts where 
disturbing animals must be kept to a minimum [37,94‐98]. However, FGMs cannot measure 
integrated GC metabolism over a timeframe greater than a few days, and limitations such 
as handling‐induced increases in hormone levels [99], significant within‐sample variation 
[100], potential influence of temperature [101], and a short life span in the field make 
interpretation difficult.  
GCs can be extracted from keratin‐based tissues [102‐104], including feathers [105‐
107]. A variety of compounds, including non‐polar substances, present in blood are taken 
up by keratinizing cells and thus deposited into feather tissue as it develops [108]. In the 
case of non‐polar hormones, such as CORT, this is possible because they are transported by 
binding
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 proteins that make them soluble in aqueous tissues such as blood [109]. 
Extracting CORT from feathers offers two main advantages over previous methods. 
First, because mature (i.e., fully grown) feathers lack a blood supply, they are not 
influenced by handling‐induced increases in CORT. Second, feather CORT values integrate 
hormone secretion over the period of feather growth (Fig. 1.1; [105]), which can be days to 
weeks. Thus, feather CORT provides a longer‐term measurement of GCs than blood or 
feces, and may be more biologically‐relevant because it better represents the total amount 
 
of CORT secreted over a particular period of time [89]. This perspective is better matched 
to understanding how GCs vary with behaviour and longer‐term ecological phenomena 
[110]. Moreover, feathers can be used for “remote sensing” of CORT data because they may 
be grown in a less accessible location (e.g., breeding grounds) but collected easily in other 
locations (e.g., migration station). 
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b. 
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Figure 1.1. Relationship of plasma CORT measurements to an integrated measure of CORT 
from a feather taking approximately one week to grow. (a) A hypothetical time course of 
CORT derived from four CORT measurements taken using a standard capture and handling 
protocol. Baseline values are assumed if individual is sampled within 3 minutes and stress‐
induced represents the maximum value attained over sampling time (arrows). (b) Same 
four CORT measurements (black dots) portrayed in relation to a hypothetical 24‐hr time 
course of CORT. (c) Same 24‐hr time course in relation to a week‐long period of CORT 
secretion captured by a feather; an integrated measure of total CORT secreted is 
epresented by shading under the curve.  r
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1.5 Thesis objectives 
 
.5.1. Overview 1
 
The objective of my thesis is to gain an understanding of the ecophysiological 
perspective provided by feather CORT. To accomplish this, I will 1) determine how feather 
CORT varies with ecological context, and 2) synthesize this information into a generalized 
understanding of what feather CORT values represent, how context‐specific feather CORT 
is, and how this information can further our understanding of avian ecology. Specifically, I 
will address the following questions: What are the sources of environmental variability that 
contribute to variation in feather CORT? What role does CORT play in mediating the 
relationship between the individual and its environment? Can feather CORT provide 
inform
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ation relevant to a perspective other than baseline and stress‐induced?   
My thesis is divided into five data chapters. These studies address feather CORT 
from both nestling and adult perspectives because the sources of environmental variation 
that influence feather CORT, and the role hormones plays in the biology of the individual, 
are likely to vary with age. For example, organizational effects of GCs are likely to be more 
influential in developing young than in adults, but the information content (i.e., sources of 
potential stressors) of adult environments is greater than the nest environment [7]. 
Additionally, the psychological experience of adults differs from that of nestlings, which 
likely influences responses to stressors [89]. To add breadth and additionally highlight the 
diversity of applications of feather CORT, I use four different study systems. Collectively, 
these studies consider life‐history, behavioural, temporal, and spatial contexts.   
 
1 
.5.2. Data chapter synopses 
Quality of the rearing environment can have profound effects on the development 
and function of the HPA axis [82,111]. So, I investigate how nestling feather CORT relates to 
the physical and behavioural dimensions of early life. To gain a life‐history perspective, I 
use two nestlings of species at opposite ends of the life‐history spectrum. In Chapter 2, I 
address the influence of nest box microclimate on nestling tree swallows (Tachycineta 
bicolor). Nestlings were cross‐fostered between two types of nest boxes that differed in 
microclimate. I test the hypothesis that increased variability in microclimate should 
promote energetically‐expensive heating and cooling behaviours. I predict that feather 
CORT should be higher in more variable microclimates to support increased 
thermoregulatory behaviours. In Chapter 3, using nestling Cory’s shearwaters (Calonectris 
diomedea), I investigate how individuals cope physiologically with the costs of 
experimentally‐reduced parental provisioning. I test the hypothesis that experimental 
reductions in parental provisioning should be experienced by nestlings as a nutritional 
stressor. Based on the developmental characteristics of shearwaters, I predict that 
nestlin
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gs facing such stressors should have lower feather CORT than controls. 
Chapters 4, 5, and 6 consider adult feather CORT at two spatial scales. In Chapter 4, I 
use a captive non‐breeding population of wild‐caught Clark’s nutcrackers (Nucifraga 
columbiana) to address the influence of environmental change at a smaller, individual, 
scale. Although environmental enrichment is generally seen as beneficial, to the individual 
it may constitute an unpredictable change of environment to which the HPA axis should be 
sensitive. I predict that feather CORT should increase with the addition of objects to an 
 
otherwise un‐enriched environment. By considering both short‐ and long‐term enrichment, 
I additionally determine the temporal context of exposure on feather CORT.  
In Chapter 5, I consider adult tree swallows breeding in nest boxes. I test the 
hypothesis that CORT from feathers grown post‐breeding reflects the energetic expense of 
reproduction, and predict that greater productivity will be reflected by higher feather 
CORT. I further predict that boxes with more stable microclimate will attract higher quality 
birds with higher feather CORT, because only high quality birds are predicted to be able to 
cope with increased levels of CORT. By addressing how CORT relates to timing of 
reproduction, productivity, and type of nest box used in two consecutive years, I will 
determine if feather CORT measures the expense of reproduction, individual quality, or 
both.  
In Chapter 6, I consider feather CORT as a measure of habitat change at the local and 
landscape levels. Habitat degradation and fragmentation are important drivers of 
population declines, especially for grassland bird species. Habitat change may increase 
stressors for birds living in remnant habitat patches. Using a highly‐fragmented 
metapopulation of the endangered Dupont’s lark (Chersophilus duponti) as a model, I 
determine if synchronizing measures of feather CORT with stable isotopes (SIs) can 
provide information about environmental conditions (SIs) and a physiological response to 
those conditions. I compare how feather CORT relates to SIs and measures of habitat 
uality and spatial structure known to influence lark population dynamics.     q
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Chapter 2. Postnatal corticosterone response to nest microclimate in an altricial bird1 
 
.1. Introduction 2
 
 
Offspring of altricial species of birds are almost completely dependent on their 
parents for provisioning and protection during early life. Our understanding of how 
altricial young respond hormonally to their environment during early life is poor, despite 
strong evidence of the importance of early environment on development and fitness 
[7,80,112]. The information content of early post‐natal environments, such as within nests, 
is restricted relative to the external world, and this limits the information cues available to 
young animals [7]. Yet, individuals must respond appropriately to environmental variation 
to maintain homeostasis. The hypothalamic‐pituitary‐adrenal (HPA) axis is essential in this 
regard because it responds to environmental stimuli and, through the actions of 
glucocorticoid (GC) hormones, helps maintain homeostasis by regulating energy 
availability and promoting behaviors important to survival [13,15,89]. However, prolonged 
elevated GC secretion in young birds, such as in response to persistent stressors, can have 
severe costs [81,113], including permanent effects on adult behavior and HPA axis 
responsiveness [80,82]. By mediating the trade‐off between growth and survival in 
developing young, GCs play an important role in shaping offspring phenotype and 
influencing fitness [80,82,84,114]. Identifying factors that contribute to increased GC 
secretion in neonates can therefore help us better understand the consequences of early‐
life environment to individual phenotype. 
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1 I gratefully recognize the contributions of G. Treen, R.G. Clark, and G.R. Bortolotti to this work. 
Much of our knowledge of the ecology of corticosterone (CORT; the primary avian 
GC) in birds is based on responses to a standardized capture, handling, and restraint 
protocol intended to mimic an acute stressor [89,115]. While this approach has yielded a 
wealth of information, our understanding of responses by nestlings to sources of 
environmental variation is still limited. This can be partly attributed to a lack of a robust 
response to stressors in developing altricial birds [116]. However, an immature response 
to stressors does not mean that we can ignore smaller increases in CORT, such as in 
response to less than severe (e.g., capture and handling) environmental variation. A 
complete understanding of how CORT influences behavior and fitness requires 
consideration of smaller increases in CORT such as responses to environmental variation 
with minimal severity [70,81]. Moreover, CORT responses to stressors may not be as 
important as variation in baseline levels for predicting fitness [70] or regulating 
predictable life‐history events such as post‐natal development [11].  
Cumulative evidence suggests that CORT is an important physiological link between 
responses to the environment and phenotypic variation in neonatal birds [62,80,81,83]. 
However, no study has tested this by relating experimental variation in post‐natal nest 
microclimate to CORT in altricial nestlings. Microclimate is important to the energy balance 
of altricial young because their ability to thermoregulate is limited [117] and can affect 
nestling energy budgets (see [118]), growth rates [119], and fitness [120]. The 
microclimate of nest cavities is more stable than that of open cup nests [121], so such 
cavities are ideal for studying the influence of small‐scale thermal variation on CORT 
secretion.  
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Evidence from precocial birds indicates that CORT plays a role in thermoregulation 
[122]. As altricial birds develop the ability to thermoregulate, CORT should facilitate 
energetically‐costly behaviors such as shivering, panting, and wing spreading because of its 
role in energy regulation [13,15] and respiration [123]. Furthermore, CORT can covary 
with other physiological systems that promote thermoregulation [124]. However, the 
limited research in altricial nestlings has only considered effects of weather and is 
correlative at best [125,126], indicating a clear need for further investigation. 
To address the relationship between microclimate and nestling CORT, we cross‐
fostered nestling Tree Swallows (Tachycineta bicolor; “swallows”) between two types of 
nest boxes that differed in microclimate: thinner‐walled standard “plywood” boxes and 
thicker‐walled “aspen” boxes made from Populus tremuloides logs. Importantly, we used an 
integrated measure of CORT from nestling feathers to quantify physiological responses. 
This approach avoided the potential biases and risks of blood sampling [105,127,128] and 
enabled us to consider how much CORT had been secreted throughout the period of feather 
growth. Feather CORT values incorporate the amplitude and duration of all CORT secretion, 
including baseline and response to stressors, during the period of feather growth [105] and 
thus re
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present a biologically‐relevant measure of total CORT secretion [89].  
Based on previous results from nest cavity studies [129], we predicted that the 
interior of plywood boxes should experience greater variability in microclimate relative to 
aspen boxes. Although colder ambient temperatures should promote an increase in 
nestling CORT to facilitate warming [122,125,126], parental brooding may at least partially 
buffer nestlings from the effects of cold. By contrast, in response to warmer temperatures, 
spatial and behavioral constraints limit cooling options available to nestlings, making 
 
coping with warmer temperatures more problematic [120,130]. Therefore, we predicted 
that 1) nestlings hatched and raised in plywood boxes should have higher CORT levels to 
facilitate increased thermoregulation compared to nestlings hatched and raised in aspen 
boxes; and 2) nestling CORT would be more strongly related to maximum than minimum 
temperatures. Additionally, because the majority of their feather growth would take place 
in the foster box, we predicted that 3) nestlings cross‐fostered from their natal box soon 
after hatching and reared in a different box type would have CORT values similar to their 
foster siblings.   
 
2.2. Materials and methods 
 
.2.1. Field methods 2
 
  Work was conducted at St. Denis National Wildlife Area, SK, Canada, from May‐
August 2009. We erected 25 standard and 25 aspen nest boxes in similar habitat and 
alternated box type to avoid clustering either box type. Neither internal box chamber 
dimensions nor size of entrance hole differed between box types, but wall thickness was 1 
cm in plywood boxes and ~4 cm in aspen boxes. Considering the adults that raised the 
nestlings in our study, after controlling for sex, there was a non‐significant tendency for 
parents in aspen boxes to be of a slightly younger minimum age (2.3 vs. 2.9 yrs; F1,58 = 3.94, 
p > 0.05); we detected no differences between box type in clutch initiation date, number of 
chicks fledged, parental body condition, or whether the individual was hatched or 
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previously bred in the study area, (all p > 0.28). We therefore concluded that parental 
quality was likely similar between box types.  
To assess differences in microclimate we installed data loggers (HOBO Pro V2, Onset 
Computer Corp., USA) inside nest box chambers on the back wall (farthest from the nest 
hole) of nest box chambers and slightly above the nest. All data loggers were calibrated 
before and after being placed, and were checked for consistency among units. We 
alternated deployment of each data logger between an aspen and a plywood box to guard 
against any problem with a specific unit. Data loggers measured temperature (accuracy of 
±0.2 °C from 0 to 50 °C) every minute for 27 hrs when nestlings were 8‐10 days old (the 
period when tree swallow nestlings develop thermoregulatory ability [131]). Matched 
boxes (see below) were measured concurrently. Additionally, to provide context to 
observed patterns of feather CORT and microclimate, we determined daily maximum and 
minimum ambient temperatures for the period beginning when we measured microclimate 
and ending with the date of the final collected feathers. Ambient weather data was 
collected by Environment Canada at a weather station within our study area.  
  At 2‐3 days post‐hatch we cross‐fostered two nestlings between plywood‐aspen box 
pairs matched by hatch date (i.e., nestlings hatched within 24 hrs of each other; n = 18 
pairs). We avoided fostering the heaviest and lightest nestlings within any brood. On day 
16 post‐hatch, two flank feathers were collected from two fostered and two non‐fostered 
nestlings where possible from each box pair and stored in envelopes. All field methods 
complied with the University of Saskatchewan Animal Care and Supply/Ethics Board 
rotocol #20070041.  p
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2.2.2. Corticosterone analysis 
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  All collected feathers were stored in plain paper envelopes until extraction. 
Extraction of CORT from feathers followed [105] and has been replicated with tree 
swallows [132] and other species [107,133,134]. We measured each feather from end to 
end (i.e., proximal calamus to distal tip of the vane) by flattening and straightening the 
entire feather length against a metal ruler. We then removed and discarded the calamus 
and remeasured the remaining sample feather length as above. The feather was placed in a 
glass vial and cut into pieces <5 mm2 with scissors. We added 10 mL of methanol (HPLC 
grade, Fisher Scientific, Fairlawn, New Jersey, USA) to each sample and placed the samples 
in a sonicating water bath at room temperature for 30 min, followed by incubation at 50 °C 
overnight in a water bath. We inserted a plug of synthetic polyester fibre in a filtration 
funnel and separated the methanol from feather using vacuum filtration. The methanol 
extract was then placed in a 50 °C water bath and evaporated under a fume hood. We 
reconstituted dried extract residues in a small volume of phosphate buffered saline (0.05M, 
pH 7.6) and subsequently froze them at –20 °C until we analyzed them by 
radioimmunoassay (RIA). We assessed the efficiency of the methanol recovery using three 
additional feather samples each spiked with a small amount (approximately 5000 CPM) of 
3H‐corticosterone in the extraction. Samples used for recovery efficiency were sonicated, 
incubated, and filtered as above. For additional information about extraction validation, see 
Supplementary Appendix S1 in [105]. Samples were extracted in two batches, with 95% 
and 96% of the radioactivity being recoverable from reconstituted samples, respectively. 
All CORT values were adjusted by recovery efficiencies.  
 
Sample residues were reconstituted in phosphate buffered saline and analyzed by 
routine radioimmunoassay procedures in duplicate. We incubated 200 μL of antiserum 
with 100 μL of extracted samples (or standards) and 100 μL (approximately 5000 CPM) of 
3H‐labeled corticosterone overnight (at least 16 hrs) at room temperature. Subsequently, 
we used a dextran‐coated charcoal stripping technique to separate bound and free 
hormone.  
Antiserum and purified CORT for standards were purchased from Sigma Chemicals, 
and 3H CORT was purchased from Amersham Bioscience. Samples were measured in three 
assays with an average intra‐assay coefficient of variation, calculated from three known‐
concentration standards, of 8.2% and an inter‐assay coefficient of variation of 9.4%. Assays 
had a mean (± SD) limit of detection (80% bound) of 11.77 (± 1.65) pg CORT/assay tube, 
but data values were well above this limit and we had no undetectable samples. Because 
CORT deposition in feathers is time‐dependent [108], data are expressed as pg CORT per 
mm of feather, which gives a valid estimate of CORT per unit time of feather growth 
[105,106]. Assays were performed at the University of Saskatchewan, Canada.   
 
2.2.3. Statistical analyses 
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To characterize differences in microclimate between box types, we used four 
generalized linear mixed models (GLMMs) using PROC GLIMMIX in SAS v. 9.1 (SAS 
Institute, Cary, NC, USA) with the following response variables: mean box temperature, 
standard deviation of box temperature, maximum temperature, and minimum 
temperature. We included type of nest box as a fixed factor in all models, and the Julian 
 
date we recorded microclimate as a continuous random factor to control for temporal 
effects.  
We log‐transformed CORT data to improve normality. To test for differences in 
feather CORT among experimental groups in our cross‐fostering experiment, we fit GLMMs 
to our data following a statistical approach similar to other cross‐fostering experiments 
(e.g., [135]). We used CORT as a response variable and included the following fixed factors: 
type of nest box of rearing (aspen or plywood), whether an individual was fostered or not, 
a box type × fostered interaction term, and calendar date of feather collection to test for 
possible temporal effects on CORT. We included both natal nest and nest of rearing as 
random variables to account for variation due to individual nests and the fact that four 
nestlings were sampled from each nest (i.e., clustered data). We used a stepwise 
elimination of non‐significant terms to reach a final model containing at least box type of 
rearing.  
To assess the overall influence of microclimate on CORT, we modeled standard 
deviation of box temperature, and mean, maximum, and minimum box temperature as 
separate fixed factors in GLMMs because these four variables were all associated with each 
other (PROC REG: standard deviation vs. mean: r2 = 0.25; p = 0.002; standard deviation vs. 
max: r2 = 0.82; p < 0.0001; standard deviation vs. min: r2 = 0.36; p = 0.0001; maximum vs. 
minimum: r2 = 0.15; p = 0.02). All models used CORT as the response variable, calendar 
date of feather collection as a fixed factor, and included natal nest and nest of rearing as 
random variables. We used a stepwise elimination of non‐significant terms to reach a final 
odel containing at least the microclimate variable.  m
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.3. Results 
2.3.1. Nest box microclimate and ambient conditions 
 
We found no significant difference between box types in mean (F1,32 = 2.43, p = 0.13; Fig. 
2.1a) or average minimum (F1,32 = 0.62, p = 0.44; Fig. 2.1d) temperatures. Temperature 
variation of aspen boxes was characterized by significantly smaller standard deviations 
relative to plywood boxes (F1,32 = 9.44, p = 0.004; Fig. 2.1b). Similarly, aspen boxes had 
lower average maximum temperatures relative to plywood boxes (F1,32 = 23.63, p < 0.0001; 
Fig. 2.1c). Ambient weather data revealed that daily maximum temperatures did not exceed 
30 °C (mean ± SE: 20.4 ± 0.84) and daily minimum temperatures did not drop below 3 °C 
(mean ± SE: 9.3 ± 0.59) during the period beginning when we measured microclimate and 
nding with the final date of feather collection. e
 
2.3.2. Feather CORT 
 
Irrespective of microclimate, fostering was not related to CORT (F1,70 = 0.07; p = 
0.77; Fig. 2.2), and there was no interaction between box type of rearing and the effect of 
fostering (F1,70 = 2.64; p = 0.11). Date of feather collection was not significantly related to 
CORT (F1,70 = 1.93; p = 0.17). Our final model retained only box type of rearing but this term 
was not significant (F1,84 = 0.60; p = 0.44), suggesting that nestlings hatched and raised in  
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Figure 2.1. Microclimate of thinner‐walled “plywood” and thicker‐walled “aspen” nest 
boxes recorded using data loggers. (a) Mean temperature; (b) temperature variability, 
expressed as average standard deviation; (c) maximum temperature; and (d) minimum 
emperature. Significance values reported are for differences between box types. t
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Figure 2.2. Mean (± SE) feather CORT values from nestlings in cross‐fostering experiment 
with two types of nest boxes: thinner‐walled “plywood” and thicker‐walled “aspen”. 
Individuals were hatched in plywood or aspen boxes, then either raised in their natal box 
r cross‐fostered to a different box type.  o
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plywood boxes did not have significantly different feather CORT values than nestlings 
hatched and raised in aspen boxes (Fig. 2.2). Similarly, fostered nestlings in both types of 
nest boxes had CORT values that were statistically indistinguishable from both their 
biological and foster siblings (Fig. 2.2). 
Final models of the influence of microclimate on CORT revealed that, irrespective of 
manipulation, there were positive relationships between nestling CORT and both 
temperature variability (F1,79 = 4.94; p = 0.03; Fig. 2.3a) and higher maximum temperatures 
(F1,79 = 4.37; p = 0.04; Fig. 2.3b). Neither mean (F1,79 = 1.82; p = 0.18) nor minimum (F1,79 = 
0.78; p = 0.38) temperatures were not significantly related to CORT. Date of feather 
ollection was not significant in any of these models (all p > 0.22). c
 
2
 
.4. Discussion 
Our results support the hypothesis that variation in CORT from nestling swallow 
feathers is related to nest box microclimate during the nestling period. Higher maximum, 
but not lower minimum, nest box temperatures were positively correlated with nestling 
CORT, as we predicted. Also in accordance with our predictions, microclimate differed 
significantly between aspen and plywood boxes. However, contrary to our expectations, the 
effect of microclimate on feather CORT was independent of the type of nest box, and cross‐
fostering appeared to have no effect on feather CORT.   
Did relatively higher nestling feather CORT values reflect responses to thermal 
hallenges? Previous studies of cavity‐dwelling nestlings concluded that maximum  c
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Figure 2.3. Relationships between influential microclimate variables and feather CORT of 
nestlings in four experimental groups. (a) Temperature variability, expressed as average 
standard deviation; (b) maximum temperature.  
 
temperatures similar to those we report can be thermally challenging [120,126] and found 
a similar positive association between maximum (ambient) temperature and CORT [126]. 
During colder periods nest‐bound birds can huddle to effectively conserve heat and 
parents compensate by brooding more [130,136,137] which reduces the amount of energy 
nestlings have to expend [138]. By contrast, nestling ability to dissipate heat is limited to 
energetically expensive cooling behaviors like wing spreading and panting 
[117,130,139,140], which increased CORT would facilitate [15,123]. However, even the 
highest nest box temperatures we measured were within the thermoneutral zone for 
nestling swallows [131,141], and weather data indicated that ambient temperatures 
throughout the rest of the feather growth period were relatively moderate. Thus, maximum 
temper  
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atures within nest boxes probably were not thermally challenging to nestlings.
We therefore conclude that feather CORT values reflect individual variation in 
subtle energetic adjustments to thermal conditions. Nestlings expressed a range of CORT 
values that were within a normal range of physiological functioning (i.e., within the normal 
reactive scope; [142]), and individuals matched their CORT physiology to the thermal 
conditions within their respective nest boxes. It is additionally possible that the 
relationship between feather CORT maximum nest box temperatures may reflect 
developmental effects. Warmer nest box environments have been shown experimentally to 
increase growth rates and survival of nestlings, apparently through energetic savings 
[119,143,144]. In altricial nestlings, the HPA axis becomes more responsive as nestlings 
develop [116,145]. In our study, the nestling HPA axis was probably not fully developed 
during the period of feather growth [146]. If warmer nest box temperatures promoted 
nestling development, then it would follow that the HPA axis would also be maturing. 
 
Integrated measures of CORT would therefore be higher in warmer nest box environments, 
reflecting greater hormonal responsiveness.  
If microclimate differed between nest box types, why did we fail to detect an effect 
of box type on CORT? The two nest box types may not have presented significantly 
different biological effects to nestlings. Differences in maximum temperatures between box 
types were relatively small (~5 °C). Although this temperature difference can have 
important developmental consequences (e.g., [119]), maxima in our study did not exceed 
the thermoneutral zone for swallows and were likely not challenging, as we conclude 
above. Moreover, the relatively moderate weather in our study area suggests that 
temperatures extreme enough to generate biological differences between box types may 
not have occurred frequently during our study. Feather CORT is an integrated measure that 
incorporates hormonal responses to all events occurring within the feather growth period 
[105,133]. If temperatures high enough to present a challenge to nestlings in plywood 
boxes were relatively infrequent, then they may not have influenced the overall integrated 
measure of CORT. Thus, we conclude that the biological differences in microclimate 
between box types were probably not strong or frequent enough to cause between‐group 
differences in an integrated measure of CORT. This explanation also accounts for a lack of 
effect of cross‐fostering: nestlings were likely fostered into a microclimate that was 
biologi
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cally similar to their natal microclimate.   
Our experimental results only partially agree with those of two previous studies 
that correlated nestling CORT levels with ambient weather [125,126]. Although our results 
are similar to those of [126], they differ from those of [125] who found that nestling CORT 
levels were negatively related to temperature. Mean temperatures were not significant in 
 
our models, but when [126] considered a longer time period they also found a negative 
relationship with mean temperature, but only in one year. These differences between 
studies may, to some extent, reflect the methodology and species used in each study. We 
measured nestling CORT secretion in feathers, which provides a fundamentally different, 
and substantially longer, perspective on CORT physiology than blood or fecal sampling 
[105]. Also, we measured the microclimate of individual nest box cavities using data 
loggers, which is a different thermal perspective than ambient conditions. Nestlings on the 
Saskatchewan prairie likely experience a different thermal regime than nestlings in 
Switzerland (i.e., [125]) or central Spain (i.e., [126]). Thus, nestling CORT responses to 
microclimate will likely be most strongly related to local climatic factors that are most 
severe,
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 and this can vary between locations, species, and years.  
Our findings provide insight into the influence of environmental change on avian 
physiology. We present additional evidence that developing altricial birds respond 
hormonally to sources of environmental variation that are less than stressful (e.g., capture 
and handling). Our study also highlights how differences in nest environments must be 
considered in the context of ambient weather. Previous studies have investigated CORT as 
a physiological link between early life environment and a range of well‐established 
phenotypic effects including altered growth [113], behavior [81], and CORT response [82]. 
Our results suggest that CORT may mediate the influence of early‐life temperature on 
nestling phenotype. This is an important theoretical connection, considering the growing 
concerns over the effects of climate change on avian reproduction [e.g., 147]. Future studies 
should explore this possibility and determine if nestling CORT reflects subtle energetic 
adjustments or developmental benefits of warmer temperatures.  
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The trade‐off between current reproductive effort and future survival and 
reproduction has been the subject of considerable research in life‐history evolution [19]. 
Adults of long‐lived species, such as many seabirds, are expected to favour their own 
condition over that of their young when faced with adverse circumstances during the 
breeding season [19,148,149], and offspring may therefore face costs of this parental trade‐
off. Although most studies on seabirds support this assertion [150‐153], sex differences 
may exist in the extent to which males and females make the trade‐off. Such differences are 
likely due to aspects of parental investment that differ between the sexes [154]. Male and 
female adult seabirds can differ in foraging strategies [155‐157] ability to recover body 
condition [155], sensitivity to chick begging [158], and contributions to nestling diet 
[155,159‐163]. Thus, while costs experienced by chicks are expected to vary with overall 
energetic demands encountered by parents, there may also be sex‐specific differences in 
the contribution of each parent to those costs. This may be especially true when one sex is 
not willing or able to compensate for the other, such as during times of poor food 
availability when parents prioritize their own condition.  
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2 The content of this chapter has been published in: Proc R Soc B 279, 177‐184. I gratefully recognize the 
contributions of J. Navarro, J. González‐Solís, T.A. Marchant, and G.R. Bortolotti to this work. 
Relatively little attention has been paid to the adaptations of offspring facing costs 
of adverse parental decisions and how they may contribute to overall life‐history 
strategies. One important mechanism for coping with environmental perturbations in 
general is activation of the vertebrate hypothalamic‐pituitary‐adrenal (HPA) axis in 
response to unpredictable noxious stimuli (i.e., “stressors”; [89]). The HPA axis helps 
vertebrates regulate energy levels through secretion of glucocorticoid (GC) hormones such 
as corticosterone (CORT), the primary avian GC. Nutritional challenges are known stressors 
characteristic of intermittent feeding of seabird chicks [34,164], and the frequency of 
feeding, and quality and quantity of food delivered to chicks, can influence the severity of 
the cha
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llenge [35,165].  
Interspecific variation exists in how nestling seabirds respond with CORT to 
reductions in caloric intake and nutritional quality [56]. Some species increase baseline or 
acute stress‐induced CORT secretion to promote catabolism of fat stores for increased 
energy availability, and to facilitate begging that encourages increased parental 
provisioning [34,47,56,166]. In doing so they risk reduced growth rate and immune 
response, depletion of lipid reserves, protein catabolism, and impaired cognition as a result 
of prolonged CORT secretion [13,47,56,62,89,167,168]. In other species, nestlings respond 
to nutritional challenges by modulating activity of the HPA axis to suppress one or more 
parameters of the CORT response. This has been observed as a reduction in baseline or 
acute stress‐induced levels [35], and also as a “muting” of the response, i.e., an increase or 
stability in baseline with no change in stress‐induced [169]. It has been proposed that this 
CORT suppression strategy is related to a disassociation of the nutritional state of the chick 
and its HPA axis [35]. Thus, although this strategy comes at a cost of a slowed growth rate, 
 
it avoids the deleterious effects of sustained elevated CORT and allows chicks to maintain 
protein and fat stores [35]. Why variation in CORT responses to dietary restrictions exists 
is not well understood [56]; however, it is apparent that CORT physiology plays a crucial 
role and therefore may underlie an adaptive mechanism to cope with costs of parental 
trade‐offs [30].   
A previous study of Cory’s shearwaters (Calonectris diomedea) by Navarro and 
González‐Solís [153] found that when one member of a breeding pair was experimentally 
handicapped via increase of flying costs (i.e., breeding effort) it decreased its parental 
investment and passed along the cost partly to its partner, but the cost was most strongly 
experienced by the offspring. Handicapped adults increased the duration and distance of 
foraging trips resulting in longer incubation stints for their partners and less food 
provisioned to chicks. In turn, chicks raised by handicapped pairs were smaller, lighter, and 
had a lower cell‐mediated immune response, and the authors suggested that poor 
provisioning was responsible for these effects [153]. Although foraging trip length did not 
differ significantly between the sexes, total mass gained while foraging was greater in 
males t
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han in females [153]. 
Here, we suggest that nestling CORT responses to parental trade‐offs can explain the 
effects seen in chicks from the 2007 Navarro and González‐Solís paper [153], and we use an 
integrated measure of CORT physiology [105,106] from chick feathers collected during 
their experiment to explore this possibility. Feather CORT values incorporate the amplitude 
and duration of all CORT secretion, including response to stressors, during the period of 
feather growth [105,106] and thus represent a biologically relevant measure of CORT 
secretion [89]. We hypothesize that variation in parental investment was experienced by 
 
nestlings as variation in a nutritional stressor to which the nestling HPA axis should be 
sensitive. Furthermore, sex differences in how adults traded off provisioning their young in 
favour of their own condition should be evident in the strength of relationships between 
offspring CORT and each of its parents’ investment.  
We tested the following three predictions. First, nestling CORT should be related to 
variation in duration of foraging trips and foraging efficiency of parents (i.e., rate of mass 
gained at sea; see below) because these are measures of parental effort that vary with 
increasing costs to parents [153,170]. In our population, foraging costs increase with 
increasing trip length [153] and, at least in other populations, longer trips result in less 
food being delivered per day to shearwater chicks [171]. Individual differences in foraging 
efficiency contribute to rules governing how parents allocate energy between themselves 
and their offspring [172] and thus influence the costs experienced by chicks. Second, 
nestling CORT should be differentially sensitive to male and female foraging efficiency, but 
not foraging trip duration, because the sexes differ in total mass gained at sea but not in 
duration of foraging trips [153]. Third, nestling CORT should be suppressed relative to 
controls when adult foraging costs are increased by handicapping. Suppressed HPA activity 
is expected to occur in nestlings of species with intermittent feeding, a prolonged nestling 
period to compensate for slow growth rate, and parents that are relatively insensitive to 
offspring demands [35,56], and Cory’s shearwaters exhibit all these characteristics 
[153,173,174]. Our study’s methodological perspective adds to a limited number of 
investigations into physiological adaptations of nestlings to parental reductions in food 
provisioning. 
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.2. Materials and methods 
3
 
.2.1. Study area and field methods 
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For more detailed information on field methods see [153]. Briefly, the study was 
conducted on Gran Canaria (15°47’18’’N; 27°50’41’’E, Canary Islands, Spain), from April to 
November 2004 at a breeding colony of about 150 pairs of Cory’s shearwaters. Breeding 
pairs were randomly assigned to the control (n=14) or experimental group (n=28) and 
once the female had laid her egg, one adult from every pair (50:50 male:female) in the 
experimental group was handicapped by clipping the tips of every primary feather to 
increase flying costs by 5% [153,175]. Thus, pairs from the experimental group included 
one handicapped bird and its unmanipulated partner. Additionally, during incubation, 19 
control and 19 handicapped adults were instrumented with a 10‐g geolocator (GLS units, 
British Antarctic Survey, Cambridge, United Kingdom) to measure foraging trip duration 
and foraging locations. GLS units have a photoreceptor that measures light levels every 60 
s, and they record the maximum reading within each 10‐min interval with reference to an 
internal clock‐calendar. Sunset and sunrise times were estimated from thresholds in light 
curves; latitude was derived from day duration and longitude from the time of local midday 
with respect to Greenwich Mean Time and day of the year, providing 2 locations day‐1 (one 
corresponding to midday and the other to midnight). The accuracy of the light‐level 
geolocation is relatively low (average error ~186 km). However, the aim of our study was 
not a detailed description of the foraging trips, but a comparison of the foraging behaviour 
between control and handicapped birds. Any position obtained in a short period, as in the 
 
present study, is under the same accuracy error, and to avoid potential selection biases of 
locations we applied a homogeneous filter based solely on a velocity index (see [153] for 
more details). GLS units were 1/3 the mass found to have an effect on shearwater flight 
performance [176], so although we cannot rule out a possible influence in our study, we 
believe it to be negligible and the effect balanced across treatment groups.  
During incubation we studied the changes in mass in all birds by weighing all birds 
every 3 days until foraging trip departure, and then again upon subsequent return. Birds 
were weighed between 1000 and 1200 hrs using a large bag and Pesola spring balances. 
For those birds that we weighed 2 or 3 days before departure, we estimated the mass at 
departure using the last mass recorded and the proportional daily loss of mass for the 
appropriate sex (mean daily mass loss: males=15.38 g/day, females=14.25 g/day; 
calculated from incubating birds that were weighed more than once). 
We sampled 28 80‐day‐old chicks: 10 reared by control and 18 by experimentally 
handicapped pairs. Chicks were ringed and weighed and their culmen, tarsus, and wing 
were measured with digital callipers to the nearest ±0.1mm. A single back feather was 
taken from each chick and stored in a paper envelope for subsequent quantification of 
CORT (see below). Based on exact dates of hatching, all chicks were of a comparable age 
when feathers were collected. All feathers were fully grown when collected, began growing 
when chicks were ~50 days old, and completed growth around 70 days of age. Aside from 
changes resulting from handicapping [153], adult feeding behavior was normal throughout 
the feather growth period. Adults and chicks were sexed using molecular procedures [153]. 
ased on observations, all chicks fledged successfully and at approximately the same time.  B
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.2.2. Feather CORT analysis   
Feather CORT assays followed [105]. Briefly, we extracted CORT from feathers using 
a methanol‐based technique. The length of the feather was measured, the calamus was 
removed and discarded, and then the sample was cut into pieces <5 mm2 with scissors. We 
then added 10 mL of methanol (HPLC grade, Fisher Scientific, Fairlawn, New Jersey, USA) 
and placed the samples in a sonicating water bath at room temperature for 30 min, 
followed by incubation at 50° C overnight in a shaking water bath. The methanol was then 
separated from feather material by vacuum filtration, using a plug of synthetic polyester 
fibre in the filtration funnel. The methanol extract was placed in a 50° C water bath and 
subsequently evaporated in a fume hood. Extract residues were reconstituted in a small 
volume of phosphate buffered saline (0.05M, pH 7.6) and frozen at –20° C until analyzed by 
radioimmunoassay (RIA). We assessed the efficiency of the methanol extraction by 
including feather samples spiked with a small amount (approximately 5000 CPM) of 3H‐
corticosterone in the extraction. Greater than 92% of the radioactivity was recoverable in 
the reconstituted samples. For more information about validation, see Supplementary 
Appendix S1 in [105].  
Feather CORT levels were determined by RIA [177]. Measurements were performed 
on reconstituted methanol extracts, and samples were measured in duplicate. Samples 
were measured in a single assay with an intra‐assay coefficient of variation of 8.7%. The 
assay had a detectability limit (80% bound) of 14.20 pg/assay tube, but all samples were 
well above this value. Data values are expressed as pg CORT per mm of feather, which gives 
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a valid estimate of CORT per unit time of feather growth [105,106] (and see [108] for 
alidation). CORT assays were performed at the University of Saskatchewan, Canada. v
 
3
 
.2.3. Variable definitions and statistical analyses 
Total foraging trip duration (TD) and foraging efficiency (FE) were defined 
according to [153]. TD is the total number of days between departure from the nest for 
foraging and subsequent return. FE is the rate of daily mass gain while foraging, calculated 
as total mass gained during foraging trip / trip duration. TD and FE were calculated 
separately for 17 males (TDmale, FEmale) and 15 females (TDfemale, FEfemale). In nine control 
breeding pairs we recorded both TD and FE for both partners. For these cases, we assessed 
the relative parental effort of breeding pairs by computing average TD and FE values for 
both partners [i.e., (male+female)/2; TDpair and FEpair], and assessed potential sex bias in 
TD and FE by computing the difference between the partners [i.e., (male−female); TDbias 
and FEbias].  
Because Navarro & González‐Solís only collected feathers from a subset of chicks in 
their 2007 paper [153], we wanted to confirm that our subset of TD and FE values were not 
affected by a subsampling bias. We therefore used separate models with TD and FE as the 
response variable, adult sex and treatment as fixed factors, and included a sex × treatment 
interaction term. We also tested for a chick sex difference in feather CORT, as well as a 
possible interaction between sex and treatment, using sex and treatment as fixed factors 
and a sex × treatment interaction term.  
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To determine the influence of within‐pair variation in parental investment on chick 
CORT, we modeled TDpair, FEpair, TDbias, and FEbias individually as fixed factors in four 
separate models. To further confirm which sex’s behaviour had the greater influence on 
chick CORT, we used the same pairs but modeled TDmale and TDfemale as separate terms in 
the same model, rather than as within‐pair averages or biases, and repeated this approach 
for FE.  
To address the relationships between parental handicapping, TD and FE, and 
feather CORT, we expanded our sample size by considering all cases where we had TD and 
FE for at least one member of a breeding pair and feather CORT data for the chick.  We used 
CORT as the response variable in two separate models and included treatment, adult sex, 
behaviour (TD or FE), and a behaviour × sex interaction term as fixed factors. Non‐
significant interaction terms were removed from final models. All models used a normal 
distribution of errors and an identity link function. Data were analyzed using PROC 
ENMOD in SAS v. 9.1 (SAS Institute, Cary, NC).   G
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.3. Results 
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As in the 2007 paper by Navarro & González‐Solís [153], duration of adult foraging 
trips did not differ between the sexes for control breeding pairs (F1,16  = 2.64, P = 0.12), but 
we detected a non‐significant trend for trip durations of experimentally handicapped 
females to be longer than those of males (F1,13  = 4.17, P > 0.06). We acknowledge this as a 
potential subsampling bias because the original study did not find a difference between 
sexes in its larger sample of experimental adults [153], but combined the sexes for all 
 
subsequent analyses. A single CORT value was three standard deviations greater than the 
mean, suggesting an analytical error or an individual out of the norm for our population 
(e.g., an ill bird); therefore this value was excluded from analyses. There was no significant 
interaction between chick sex and treatment on CORT (F1,23  = 3.13, P = 0.09), and CORT did 
not differ between chick sexes (F1,23 = 1.89, P = 0.18), so they were combined for 
subsequent analyses.  
We found no significant relationship between CORT and TDpair (Fig. 3.1; F1,7  = 1.34, 
P = 0.28) or FEpair (F1,7  = 0.13, P = 0.73). However, when we examined the relationships 
between TDbias and FEbias and CORT, we found a non‐significant effect of TDbias (Fig. 3.1; 
F1,7 = 4.64, P = 0.07) but a significant effect of FEbias (F1,7 = 8.12, P < 0.03). This implies that 
within control breeding pairs as TDmale increased relative to TDfemale chicks expressed 
relatively higher CORT levels, albeit not significantly; and as FEmale increased relative to 
FEfemale, chicks expressed relatively lower CORT. This sex effect was further evident in 
control pairs when we included FEmale and FEfemale as separate terms in the same model, 
because the former was significantly related to CORT (F1,6 = 10.65, P < 0.02) whereas the 
latter was not (F1,6 = 2.86, P = 0.14). A similar model for TD showed that neither TDmale nor 
TDfemale was significantly related to CORT (TDmale: F1,6 = 4.01, P = 0.09; TDfemale: F1,6 = 0.58, 
P = 0.48
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), but the trends were in the same direction as the FE models.  
When we expanded our sample to include all cases where TD and FE were 
measured for at least one pair member, overall experimental chicks had significantly lower 
feather CORT than control chicks (Fig. 3.2; experimental = 4.45 ± 0.83 pg/mm, control = 
5.46 ± 1.61 pg/mm, F1,23 = 7.08, P = 0.01). Our model of TD and chick CORT had a 
significant interaction between TD and adult sex (F1,27 = 5.12, P = 0.03), so we ran 
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Figure 3.1. Relationships between measures of parental investment in Cory’s Shearwater 
breeding pairs and their nestling’s feather corticosterone (CORT). (a) average duration of 
foraging trips (TDpair) and (b) average foraging efficiency (FEpair). The within‐pair 
difference between males and females in (c) duration of foraging trips (TDbias) and (d) 
foraging efficiency (FEbias); values greater than zero indicate male bias and values less than 
zero indicate female bias. Data presented are for control pairs only. See text for variable 
definitions. 
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Figure 3.2. Mean (± SE) feather corticosterone (CORT) values of Cory’s shearwater chicks 
raised by experimentally handicapped adults (Experimental; n=17) and non‐handicapped 
ontrol adults (Control; n=10)c .    
 
 
 
 
 
 
separate models for each sex (Table 3.1). The final model for adult males revealed a 
significant positive relationship between TDmale and CORT (Table 3.1) and experimental 
chicks had significantly lower CORT than controls. The final model for adult females 
revealed no significant relationship between TDfemale and CORT (Table 3.1) and 
experimental chicks did not differ significantly from controls.      
We found a significant interaction between FE and adult sex (F1,27 = 5.56, P < 0.03), 
so we analyzed the sexes separately (Table 3.1). The interaction between FEmale and 
treatment on CORT was significant, so we modeled each treatment separately for males  
 (Table 3.1). FEmale was negatively related to CORT in control chicks (Table 3.1, Fig. 3.3) but 
was not related to CORT in experimental chicks. The interaction between FEfemale and 
treatment on CORT was not significant (Table 3.1), and the final model for adult females 
revealed that FEfemale was not significantly related to CORT (Table 3.1, Fig. 3.3) and did not 
iffer between control and experimental chicks.    d
 
3
 
.4. Discussion  
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Our study provides two advances in the understanding of life history trade‐offs. 
First, we highlight the importance of sex‐biased investment to offspring physiology and 
show that adult male shearwaters in particular play an important role in offspring energy 
balance. Second, we provide experimental evidence that free‐living Procellariid chicks can 
suppress CORT secretion as an adaptive response to cope with increased costs of parental 
trade‐offs. This result indicates flexibility in nestling physiology during growth to better 
match energetic need to parental provisioning. Furthermore, we show that CORT from  
 
Table 3.1. Summary of results from GENMOD models testing for the influence of 
experimental handicapping of parents, sex differences in parental foraging trip duration 
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Figure 3.3. Relationships between foraging efficiency (FE) of control (filled circles, solid 
lines) and experimentally handicapped (open circles, dash lines) (a) male and (b) female 
dult Cory’s shearwaters and the feather corticosterone (CORT) of their chicka
 
. 
 
nestling feathers can provide information about how chicks are responding physiologically 
to variation in parental investment.  
Costs are expected to arise in chicks when parents favour self maintenance over 
provisioning their offspring, and our study suggests that sex differences in how parents 
resolve this trade‐off differentially affects offspring CORT. In accordance with previous 
studies [34,35,47,153,166,169], it is likely that an overall caloric restriction was the cost of 
adult trade‐offs to which chick CORT was responding. Responses were related to within‐
pair sex biases in how parents contributed to that cost. Specifically, variation in male effort 
was more influential than variation in female effort. 
Sex differences in parental investment in our study may have been due to 
differences in the extent to which the sexes were willing to increase provisioning in 
response to chick need [178,179]. Cory’s shearwaters exhibit fixed investment in 
reproduction and are predicted to not increase their effort as chick demands increase 
[153]. However, some male Procellariiform seabirds may be even less likely than females to 
increase effort. For example, female Manx shearwaters (Puffinus puffinus) responded to 
chick begging by adjusting meal size, whereas males did not [158]. Additionally, during 
poor food years female Wilson’s storm petrels (Oceanites oceanicus) make longer foraging 
trips than do males, and this may be due to greater responsiveness to chick need by 
females than males [180]. In cases where costs of the trade‐off between self maintenance 
and offspring provisioning is greater in males than in females, variation in male investment 
could h
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ave a greater impact on chick physiology. 
Importantly, we provide experimental evidence that shearwater chicks suppressed 
CORT secretion when faced with extended nutritional challenges. Chick CORT was most 
 
strongly related to male foraging efficiency (FE), which is a measure of parental effort that 
incorporates duration of foraging trips, individual quality, and foraging decisions [172]. Not 
surprisingly, our results indicate that increased investment by control males reduced costs 
in their chicks. However, when we considered experimentally handicapped males, the 
CORT of their chicks showed no relationship with FE. This suggests that increased costs of 
trade‐offs from handicapped males resulted in a relative insensitivity of the physiology of 
their chicks. Moreover, CORT was overall significantly lower in chicks raised by 
experimental parents compared to controls. We interpret these results as confirmation of 
our prediction that shearwater chicks suppress CORT secretion when adult foraging costs 
are exp
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erimentally increased.   
Is lower CORT in experimental chicks a result of an adaptive response, or simply an 
expression of poor physiological functioning of birds with extended nutritional deficits? It 
is possible that the nutritional condition of experimental chicks was such that they were 
only able to mount a poor CORT response following nutritional challenges, or they were 
developmentally delayed and incapable of mounting a better response. However, it is 
unlikely that chicks expressing such comprised physiology would be able to survive to 
fledging without indicators of lipid or protein reserves, or muscle damage being affected 
[181]. Yet, in their 2007 paper Navarro and González‐Solís found that levels of these 
biochemical parameters were similar between control and experimental chicks [153], and 
all chicks fledged at approximately the same time. Moreover, there was some overlap in the 
range of CORT values for each group. These data suggest that the physiology of 
experimental chicks was operating within normal limits. We therefore lack the evidence to 
support a conclusion that experimental chicks were physiologically impaired.  
 
To the contrary, we reason that experimental chicks were within their physiological 
ability to handle periods of nutritional deficit. CORT suppression was therefore likely an 
adaptive response to cope with the increased costs of parental trade‐offs. We argue that 
cumulative costs of parental trade‐offs in experimental chicks reached a tipping point and 
CORT suppression allowed these birds to minimize the extent of physiological damage 
caused by chronically elevated CORT [13,34,56,89,164,167]. Experimental chicks paid for 
this because they were smaller, lighter, and had reduced immune response [153]. Yet, these 
were not life‐threatening energy deficits because the prolonged period of shearwater 
nestling growth would allow for compensatory growth [35,56,153,173,174] and survival to 
fledging did not differ between treatment groups [153]. CORT suppression need not entail 
a complete alteration of the functioning of the HPA axis, as evidence from other species 
indicates that even the most food‐restricted individuals exhibiting CORT suppression are 
still abl
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e to respond to stressors [35,169].    
Understanding how and why individuals manage their exposure to CORT during 
critical periods of post‐natal development is important because CORT can affect nestling 
phenotype [7,56,63,83,182,183] and potentially fitness [84] (for reviews see [70,87]). 
Moreover, timing of CORT exposure during development is important [7]. In our study, 
handicapping of adults occurred at the onset of egg‐laying and therefore increased costs 
were experienced by nestlings throughout their post‐natal development. Whether 
shearwater nestlings would suppress CORT in response to less severe or shorter‐term 
increases in costs remains to be determined. Future investigations should focus on 
identifying the ecological circumstances that promote a CORT suppression strategy and 
must consider phylogeny, mode of nestling development (see [184]), and the type of 
 
nutritional challenge facing nestlings (i.e., feeding frequency, diet quality and/or quantity). 
Longitudinal studies will be essential in identifying potential long‐term costs and benefits 
of CORT suppression.  
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Chapter 4. Does environmental enrichment reduce stress? An integrated measure of 
orticosterone from feathers provides a novel perspectivec
 
3 
4.1. Introduction 
 
Enrichment is the modification of a captive animal’s environment with the goals of 
increasing environmental complexity [185] and improving biological functioning [186]. 
The majority of enrichment research has focused on combating fearfulness and harmful 
abnormal and stereotypic behaviours arising in captive production (i.e., farm), laboratory, 
and companion animals ([187]; see also [188]) because animal welfare is both 
economically and ethically important [185,189‐191]. Behavioural ecologists have indirectly 
studied enrichment in different contexts, and more frequently use non‐domesticated 
animals as models. Investigations of, for example, exploration behaviour [192,193] 
information acquisition [194], dominance [195], and personality [196,197] can involve de 
facto enrichment and provide data comparable to studies of other captive animals. 
Enrichment has numerous behavioural effects (for reviews see [190,198,199]), but has 
been shown to reduce fear responses [185,197,200], increase movement and activity [201‐
203], and induce changes in exploration behaviour [192,194,195,204,205].    
Studies assessing physiological responses to enrichment frequently measure levels 
of glucocorticoid (GC) hormones like corticosterone (CORT) or cortisol because they vary 
with exposure to environmental perturbations [13,70,89,206]. Prolonged activation of the 
H d 
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PA axis and sustained elevated levels of GCs have detrimental effects on health an
                                                 
3 The content of this chapter has been published in: PLoS ONE 6, e17663. I gratefully recognize the 
contributions of M.D. Frey, J.F. Reichert, I. Szelest, D.M. Kelly, and G.R. Bortolotti to this work. 
reproduction [207,208] and GC levels can correlate with fitness components [10,70,84,87]. 
However, while some studies have reported that enrichment can lower GC levels in the 
blood [209,210], others have reported no effect [203,204,211,212], or even increases 
[205,213,214]. Such studies have been inconsistent in their procedures for measuring GC 
physiology and there is still a lack of consensus and understanding of the effects of 
enrichment on GCs [215,216]. Furthermore, studies addressing simultaneous behavioural 
and physiological responses to enrichment have found that animals may react 
behaviourally in measurable ways yet exhibit no measurable GC response. For example, 
garden warblers (Sylvia borin) exposed to a toy exhibited active exploration [204] and 
great tits (Parus major) exposed to a box showed increased activity [203], yet neither 
showed a change in circulating CORT levels. Likewise, steers (Bos primigenius) given a 
drum can [217] and calves given toys [218] significantly increased active behaviours, yet 
showed no change in cortisol levels. How abnormal behaviours relate to stressors is 
unclear. For example, Dybkjaer [219] reported that belly‐nosing behaviour in pigs is an 
indicator of stressful rearing conditions, but when Gardner and colleagues [220] 
manipulated pig density as a means of lowering stress, they did not detect a change in that 
behaviour. Furthermore, Le Maho and colleagues [221] found that although domestic geese 
appeared calm and exhibited no behavioural signs of stress during a routine procedure to 
which they had been adjusted, several‐fold increases in CORT levels were detected 
following the procedure. This collective evidence suggests that behaviour and stress 
physiol
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ogy are context dependent and may operate independently of each other.  
From the perspective of the animal, enrichment constitutes an unpredictable 
environmental change. Thus, an animal’s response to enrichment may not be caused by the 
 
enrichment objects per se, but rather by the associated change. Although some behavioural 
responses to enrichment, such as exploration and play, can be attributed to the objects 
themselves, physiological responses may more likely be caused by the unpredictable 
nature of the change in environment. Vertebrates are well known to respond 
physiol 3,89].  ogically to such change by releasing GCs as part of the “stress response” [10,1
While the vast majority of research has addressed the effects of enrichment, 
relatively little is known about how animals respond to a change from an enriched to a 
more impoverished environment. This is an important knowledge gap because it is an 
animal’s response to removal of enrichment objects that would shed light on the 
importance of associated environmental change. A barren environment can affect 
behaviour [222] and physiology [223], and sparse evidence suggests that removal of 
enrichment can have negative physiological [209,217] and psychological [224] effects. 
However, studies experimentally testing the relationship between behavioural and GC 
responses to enrichment and its removal within the same animal are rare, especially for 
non‐do
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mesticated birds [187].  
It is important to determine how well a change in behaviour correlates with 
measures of physiological stress [225], especially if behavioural responses to enrichment 
are to be integrated effectively into measures of emotional state and, subsequently, well‐
being and quality of life of captive animals (see [191,224,226]). Enrichment is used as a 
stress‐reduction technique ([227] and references therein; [228]) and stress is believed to 
mediate the relationship between problem behaviours and well‐being [229‐231]. However, 
inconsistencies in the literature make it necessary to clarify how and when the HPA axis 
responds to enrichment. Better understanding the relationships between enrichment, 
 
behaviour, and stress will help refine techniques for assessing the outcomes of enrichment 
procedures [231], which will benefit a broad spectrum of research.    
Although the lack of consensus regarding enrichment and GC levels may be partly 
context dependent (e.g., different enrichment protocols; [215]), all previous studies 
measuring GC levels have utilized blood or, less frequently, fecal [93,232,233] or salivary 
[234] sampling. These techniques have known limitations and biases ([100,115]; and see 
[105]) and provide measures of GC physiology over short time periods (i.e., minutes or 
hours). Thus, our understanding of how enrichment affects stress physiology would benefit 
from a long‐term perspective on GC secretion. Here we use a technique to track stress 
physiology of birds through changes in CORT found in feathers. Feather CORT integrates 
the intensity and frequency of the physiological response because values incorporate the 
amplitude and duration of all CORT secretion, including response to stressors, during the 
period of feather growth [105,106]. Therefore, feather CORT does not rely solely on 
baseline or stress‐induced values, but instead integrates the two into a biologically‐
relevan
51
t measure of total CORT secretion (sensu [89]). 
We conducted two experiments to help clarify the relationships between 
enrichment and its removal, GC physiology, and behaviour. Although domestic chickens 
(Gallus gallus) are the typical avian model for enrichment research, we wanted the results 
of our study to also be applicable to behavioural ecologists, so we used a captive population 
of wild‐caught Clark’s nutcrackers (Nucifraga columbiana). During experiment 1 we 
exposed nutcrackers to short‐term (10‐d) enrichment to test the hypothesis that 
enrichment attenuates stress physiology. If this were true, nutcracker feather CORT should 
be significantly reduced following short‐term enrichment. Alternatively, if short‐term 
 
enrichment does not affect nutcracker stress physiology, or if nutcrackers perceive 
enrichment as a stressor, we predict no effect or an increase in feather CORT, respectively. 
In experiment 2 we exposed nutcrackers to enrichment objects continuously for three 
months, then removed the objects. This design allowed us to replicate experiment 1, using 
both short‐ and long‐term enrichment, and also test the hypothesis that the change of 
environment associated with enrichment and its removal is perceived as a stressor. If the 
environmental change were a stressor, feather CORT should increase immediately 
following both addition and removal of enrichment objects. Additionally, we were 
interested in how well behavioural measures can be used as a proxy for physiological 
responses to enrichment, so in experiment 2 we examined the relationships between 
eather CORT and fearfulness, activity, and exploration behaviours.  f
 
4
 
.2. Materials and methods 
4.2.1. Ethics Statement 
 
  All aspects of this research complied fully with the rules and regulations governing 
the use and care of animals in research at the University of Saskatchewan, and were 
conducted under approval #20040088 from the Animal Research Ethics Board, University 
f Saskatchewan. o
 
4.2.2. Housing and daily routine 
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During 2000‐2002, 41 wild nutcrackers were caught in Colorado, USA, so all birds 
had been in captivity for at least 4 years prior to our first experiment in 2007. All birds 
were housed individually at the Western College of Veterinary Medicine, University of 
Saskatchewan, Canada, in a single windowless colony room in standard metal pet bird 
cages constructed from thin (~3mm) metal bars with a removable metal floor tray (1 m x 
0.75 m x 1 m). All cages had a wooden perch and separate wood and metal swing. All birds 
were checked regularly by veterinarians and were deemed in good health before we began 
our experiments. Prior to experiments, all birds had experienced the same daily cleaning 
and feeding routine that we continued for the duration of the experiments: morning 
weighing, feeding, and water changing; afternoon water changing; weekly cage changes; 
and additional twice weekly cage bottom cleaning. Nutcrackers were fed a 95% ad libitum 
diet of turkey starter, parrot pellets, sunflower seeds, peanuts, pine nuts, mealworms, and 
vitamin supplement, as well as water and grit ad libitum. Food and grit was provided in 
plastic food cups snapped into the cage walls, and water was provided in circular plastic 
bowls. Cages were arranged on moveable racks that could accommodate three cages above 
and three cages below. Light was maintained at 12 h light:12 h dark. None of the birds in 
our experiments had previously received any form of cage enrichment other than their 
erch and swing.   p
  
4.2.3. Experiment 1 
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Beginning in October 2007, 16 randomly selected nutcrackers (8 male, 8 female) 
were moved from the colony room into a similar windowless experimental room and 
 
assigned randomly to one of two walls that faced each other. After 2 weeks, a plastic 
curtain was installed that divided the experimental room in half: eight birds on one side of 
the divider were visually isolated from eight birds on the other side of the divider. Birds 
were allowed to adjust to the divider for an additional 2 weeks (Fig. 4.1).  
We then pulled the right secondary feather #1 (adjacent to primary #1) from each 
nutcracker to induce new feather growth. All feathers pulled were fully grown and dead. 
Subsequent feather growth was measured every 5 days for the remainder of the 
experiment. After the first 10 days of feather growth enrichment objects to which the birds 
were naïve were installed in the cages of birds on one side of the divider only, thus 
separating birds into an enriched experimental group (n=8) and a non‐enriched control 
group (n=8). Enrichment objects comprised three plastic bird toys (balls: 195 mm x 45 mm, 
rings: 190 mm x 50 mm, and a mirror lantern: 140 mm x 35 mm) and one wooden chew toy 
(250 mm x 55 mm) that all hung inside the cages, plus an artificial pine garland (300 mm x 
300 mm) installed on the outside of the upper left back corner of the cage. All objects were 
added at the same time. After 10 days of enrichment, objects were removed and the 
regrowing feathers were allowed to grow for an additional 10 days, at which point they 
were p
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ulled out (Fig. 4.1). 
We chose to group all experimental birds together on one side of the room rather 
than randomly assign treatments to birds. Random assignment would have resulted in 
experimental birds being neighbors with non‐experimental control birds and to reduce 
obvious bias we would have been forced to visually isolate neighbors. We chose to not do 
this for two reasons.  First, it would have been difficult to keep control birds from seeing 
enrichment objects during cage changes.  Second, and more importantly, little is known 
 
 Figure 4.1. Experimental timelines with diagrams illustrating how feather sections reflect 
periods of the experiments. Feathers from experiment 1 were cut into three sections 
corresponding to periods prior to pre‐enrichment (A), short‐term enrichment (B), and 
removal of enrichment (C). The first feather from experiment 2 was cut into two sections 
corresponding to pre‐enrichment (A) and short‐term enrichment (B), and the second 
feather from experiment 2 was cut into three sections corresponding to long‐term 
enrichment (C), removal of enrichment (D), and non‐novel enrichment 
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about nutcracker sociality, but it is suggested that they are moderately social birds [235]. 
Birds in our experiments had always been maintained in a colony setting, so rather than 
confound our data by subjecting birds to a potentially stressful social situation, we chose to 
group birds by treatment, thus allowing individuals within a treatment group to see each 
ther. o
 
4.2.4. Experiment 2 
 
  Beginning in October 2008, 23 nutcrackers (12 m, 11 f) that had not previously 
received cage enrichment were selected randomly, moved into the experimental room, and 
assigned randomly to one of two walls that faced each other. The birds’ daily routine was 
maintained throughout the experiment and was the same as that described above. We 
repeated the adjustment procedure as in experiment 1, except that the divider separated 
nutcrackers into groups of 11 and 12. We then pulled a feather from each bird to induce 
new feather growth (Fig. 4.1). All feathers pulled were fully grown and dead. We pulled the 
right secondary feather #1 from 17 of the 23 birds, but six birds were missing or growing 
that feather so we selected the next morphologically similar feather in sequence: right 
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secondary feather #2 (4 birds) or #3 (1 bird), or right primary feather #1 (1 bird).  
  Regrowing feathers were measured every 5 days until feathers were approximately 
half‐grown (mean ± SD = 61.74 ± 8.95 mm). Then, as in experiment 1, enrichment objects 
to which the birds were naïve were installed in the cages of birds on one side of the divider 
only, forming an enriched group (n=11) and a non‐enriched control group (n=12). All 
objects were added at the same time. The induced feathers were allowed to complete their 
 
growth and were subsequently pulled 31 days later to ensure that feathers were fully 
grown (Fig. 4.1).  
Once birds had been exposed to enrichment objects for 67 days, we pulled a second 
feather from each individual to induce new feather growth (Fig. 4.1). All feathers pulled 
were fully grown and dead. We pulled left secondary #1 from 17 birds, but three birds 
were missing or growing that feather. For those individuals, we selected the next 
morphologically similar feather in sequence: left secondary feather #4 (1 bird), or right 
secondary feather #1 (2 birds) or #2 (1 bird). Feathers were allowed to grow for 25 days, 
at which point the enrichment objects were removed from cages. After 11 days the 
enrichment objects were re‐installed into the same cages as before and feathers were 
allowed to grow for a final 10 days before being collected for analysis. We were only able to 
sample second feathers from 21 birds because two birds died and, in a third, an induced 
eather did not regrow. f
 
4.2.5. Feather sections 
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  We cut all feathers using growth measurements as guides such that cut sections 
corresponded to the different time periods of the experiment (Fig. 4.1). Feathers from 
experiment 1 were cut into three sections: the distal section was grown prior to 
enrichment (Fig. 4.1, top, A: “pre‐enrichment”), the middle section was grown while 
enrichment objects were present in the cages (Fig. 4.1, top, B: “short‐term enrichment”), 
and the proximal section was grown after objects were removed (Fig. 4.1, top, C: “removal 
of enrichment”). The first feathers from experiment 2 were cut into two sections: the distal 
 
section was grown prior to enrichment (Fig. 4.1, bottom, A: “pre‐enrichment”) and the 
proximal section was grown while enrichment objects were present in the cages (Fig. 4.1, 
bottom, B: “short‐term enrichment”). The second feathers from experiment 2 were cut into 
three sections: the distal section was grown while enrichment objects were still present in 
the cages (Fig. 4.1, bottom, C: “long‐term enrichment”), the middle section was grown after 
objects were removed (Fig. 4.1, bottom, D: “removal of enrichment”), and the proximal 
section was grown when objects were re‐installed (Fig. 4.1, bottom, E: “non‐novel 
nrichment”).  e
 
4.2.6. Behaviour 
 
We recorded nutcracker behaviour during experiment 2 using a small digital video 
camera that was able to record all birds on one side of the room simultaneously (Table 4.1). 
The camcorder was mounted on a small tripod that stood on a utility cart that was used for 
daily feeding and was therefore familiar to the birds. We used the digital timestamp on the 
recordi
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ngs for calculating elapsed time. 
We measured latency to feed (LTF) for each nutcracker as the time taken by a bird 
to approach its food dish after being reintroduced into the cage. Previous studies have used 
latency to feed as a measure of fearfulness [197,236‐238]. Our nutcrackers normally feed 
readily in the presence of caretakers, and even jump on food cups and begin to feed before 
the cups are fully snapped into place on the cage. Thus, we knew a priori that the birds 
should not be afraid of caretakers or food during feeding. We made 5‐minute video 
recordings of both experimental and control nutcrackers during normal feeding time  
 
Table 4.1. Observation schedule for nutcracker behaviors recorded during Experiment 2. 
LTF=latency to feed, AL=activity level, EXP=exploration. See text for definitions of 
behaviors. 1All behaviors were measured for 5 mins.  
Behavior1 
Exp od erimental peri Time of 
da ) y (hrs LTF  AL  EXP 
Pre‐enrichment  1700    x  x 
Short‐term enrichment  1100  x     
  1700    x  x 
Long‐term enrichment 
Removal of enrichment 
1100  x     
 
 
1700 
1100 
1700 
  x  x 
x     
  x  x 
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(~11:00 hrs) on three separate occasions as they were released into fresh cages that 
already had food in cups. The first recording was made immediately following the 
installation of enrichment objects into experimental cages. This recording captured the 
initial behavioural responses of all birds at the time when experimental individuals were 
first exposed to enrichment objects. The second and third recordings were made when 
birds had received 2 months of continuous exposure to objects (“long‐term enrichment”), 
and immediately following removal of enrichment objects 26 days later (“removal of 
enrichment”). 
Birds are known to express behaviours ranging from freezing to active investigation 
when exposed to novelty [237]. We therefore measured two behaviours likely to vary with 
exposure to novel objects: activity level (AL), quantified by counts of all hops around the 
cage and positional changes (i.e., turning around 180° but remaining in the same place 
when perched); and exploration (EXP), quantified by counting the number of pecks at any 
object within the cage or at any part of the cage itself. Recordings of AL and EXP lasted 5 
minutes, as in previous work (e.g., [209]), and were made several hours after afternoon 
water changes (at ~1700 hrs) and in the absence of caretakers to ensure that these 
behaviours were not affected by human presence. Observations of AL and EXP were made 
during four periods of our experiment: 2 weeks prior to enrichment (“pre‐enrichment”), 
immediately following the installation of enrichment objects (“short‐term enrichment”), 
after birds had 2 months of continuous exposure to objects (“long‐term enrichment”), and 
immediately following removal of enrichment objects 26 days later (“removal of 
nrichment”). e
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4.2.7. Feather CORT assays 
 
We extracted CORT from feathers in three separate extractions using a methanol‐
based technique following [105]. We measured the lengths of all feathers, and then cut, 
removed, and discarded the calamus. The remaining feather sample was cut with scissors 
into very small pieces (<5 mm2) and 10 mL of methanol (HPLC grade, VWR International, 
Mississauga, Ontario, Canada) was added. We placed samples in a sonicating water bath at 
room temperature for 30 min, then incubated them at 50 °C overnight in a water bath. We 
separated the methanol from the feather material by vacuum filtration, and the methanol 
extract was placed in a 50 °C water bath and allowed to evaporate in a fume hood. Extracts 
were later reconstituted in a small volume of phosphate buffer system (PBS; 0.05M, pH 7.6) 
and frozen at –20 °C until analyzed by radioimmunoassay (RIA). We assessed the efficiency 
of each of the three methanol extractions by including feather samples spiked with a small 
amount (approximately 5000 CPM) of 3H‐corticosterone in each extraction (see Appendix 
S1 in [105] for more details). On average, greater than 95% of the radioactivity was 
recoverable in the reconstituted samples.  
Feather CORT levels were determined by RIA as in previous studies 
[64,105,106,132,177]. Measurements were performed on reconstituted methanol extracts 
and were duplicated. Samples were measured in four assays with an intra‐assay coefficient 
of variation of 7.4%, an inter‐assay coefficient of variation of 14.1%, and mean (± SD)  limit 
of detection (ED80) of 12.9 ± 2.2 pg CORT/assay tube. Data values are expressed as pg 
CORT per mm of feather, which gives a valid estimate of CORT per unit time of feather 
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growth (see [105,106,108] for validation). CORT assays were performed at the University 
f Saskatchewan, Canada. o
 
4
 
.2.8. Statistical analyses 
To determine if feather sections used for CORT analyses differed in length between 
enriched and non‐enriched controls we combined all data from both experiments and used 
a mixed model (PROC MIXED; SAS v. 9.1). We used length of feather section as the response 
variable, treatment as the explanatory variable, and experiment (i.e., 1 or 2) as a random 
factor. We included a repeated statement to account for multiple measurements taken from 
the same individual over time [239].  
We used mixed modeling (PROC MIXED) to compare CORT values from feather 
sections grown during the periods of our experiments. For experiment 1 we compared pre‐
, short‐term, and removal of enrichment. For experiment 2 we compared pre‐, short‐term, 
and long‐term enrichment; removal of enrichment; and non‐novel enrichment. We 
modeled feather CORT as the response variable, time period and treatment (i.e., 
experimental or control) as fixed factors, and included a time period × treatment 
interaction term. We used a repeated statement to account for multiple measurements 
taken from the same individual over time. Two feathers were collected from each bird in 
experiment 2, so our model included a random factor to account for possible variation 
betwee
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n feathers.  
To determine the influence of enrichment on behaviour, and to address the 
relationship between behaviour and CORT, we used mixed models (PROC MIXED and PROC 
 
GLIMMIX; SAS v. 9.1). We modeled behaviours individually, using behavioural data (LTF or 
AL) as the response variable, feather CORT as a covariate, and time period, treatment (i.e., 
control or experimental), and a time period × treatment interaction term as fixed factors. 
LTF data were fitted to models using a normal error distribution and an identity link 
function in PROC MIXED. AL data were counts and were therefore fitted to models using a 
negative binomial error distribution and a log link function in PROC GLIMMIX. We used 
random statements to account for variation between feathers, and used repeated (PROC 
MIXED) or random (PROC GLIMMIX) statements to account for the multiple measurements 
taken from the same individual over time. 
EXP data were counts, but were zero‐inflated and we were not able to get models to 
converge using PROC MIXED or PROC GLIMMIX.  Instead, we used a zero‐inflated Poisson 
model (PROC GENMOD) to address the relationship between EXP and CORT. We used 
counts of pecks as the response variable, CORT as a covariate, and time period and 
treatment (i.e., enriched or control) as explanatory variables. Although this approach had 
the advantage of accounting for the high incidences of zeros in our data, it did not allow us 
to include an interaction term or random or repeated statements. However, considering 
how few counts of pecks were actually recorded throughout the experiment, we do not 
elieve the absence of interaction and random terms affected our results significantly.       b
 
4.3. Results  
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  Lengths of feather sections used for CORT analyses did not differ between control 
and experimental groups in any time period of either experiment (F1,142=0.09, p=0.77).    
 
4.3.1. Experiment 1 
 
  Overall, mean CORT values differed significantly between time periods (F2,22=13.76, 
p<0.001; Fig. 4.2), but not between treatment and control birds (F1,12=3.96, p=0.07), and 
the time period × treatment interaction was not significant in our model (F2,22=2.76, 
p=0.09). However, post hoc comparisons revealed that CORT levels increased significantly 
from pre‐enrichment to short‐term enrichment in experimental birds (t1,22=‐4.66, 
p<0.001), but not in controls (t1,22=‐1.57, p=0.13). CORT values from the enrichment 
removal period did not differ significantly from pre‐ enrichment values for either group 
xperimental: t(e
  
1,22=‐1.47, p=0.16; control: t1,22=‐1.92, p=0.07).     
4.3.2. Experiment 2 
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  Similar to experiment 1, mean CORT values differed significantly between time 
periods (F4,93=16.48; p<0.0001; Fig. 4.3), but not between treatment and control (F1,93= 
0.07; p=0.79), and there was no significant interaction between treatment and time period 
(F4,93=1.92, p=0.20). CORT increased significantly between pre‐enrichment and short‐term 
enrichment periods for both experimental (t1,93=‐3.82, p=0.0002) and control birds (t1,93=‐
4.71, p<0.0001). Long‐term enrichment CORT values in controls were similar to pre‐
enrichment values (t1,93=0.03, p=0.98), but in experimental birds long‐term enrichment 
CORT values were significantly lower than pre‐enrichment values (t1,93=3.16, p=0.002). 
CORT levels from feather sections grown after removal of enrichment objects increased 
significantly from long‐term enrichment levels in experimental birds (t1,93=‐2.63, p<0.01) 
 
 
Figure 4.2. Mean (± SE) nutcracker feather CORT values (pg/mm) from experiment 1. Filled 
circles: experimental birds; open circles: non‐enriched controls. See text for explanation of 
ime periods. t
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Figure 4.3. Mean (± SE) nutcracker feather CORT values (pg/mm) from experiment 2. Filled 
circles: experimental birds; open circles: non‐enriched controls. (A) shows the first four 
time periods of the experiment; (B) shows the fifth time period (non‐novel enrichment) 
and includes short‐term (novel) enrichment for comparison. Note different scales on y‐
axes. See text for explanation of time periods.  
but not in controls (t1,93=‐1.86, p=0.07). CORT levels increased significantly following non‐
novel enrichment for both control and experimental birds and were significantly higher 
than both pre‐enrichment (t1,93=‐5.15, p<0.0001) and enrichment levels (t1,93=‐4.49, 
<0.0001). p
 
4
 
.3.3. Behaviour   
There was a significant interaction between the effects of treatment and time period 
on LTF (F2,52=4.30; p<0.02).  During short‐term enrichment, LTF was significantly greater 
in experimental birds than in controls (t1,52=‐2.58; p=0.01; Fig. 4.4), but this effect 
disappeared during long‐term enrichment when LTF in experimental birds was reduced 
(t1,52=3.89; p=0.0003) to levels seen in controls. CORT was not significantly related to LTF 
in either group (F1,52=1.33; p=0.25).   
There was no significant interaction between treatment and time period (F1,73=0.11; 
p=0.96) in our model of AL, so we interpreted the main effects directly. AL did not differ 
between time periods (F1,73= 0.88; p=0.45; Fig. 4.5) or between treatments (F1,73= 0.72; 
p=0.40), and was not significantly related to CORT (F1,73= 0.50; p=0.48).     
Our model of EXP revealed that, overall, experimental birds were more likely to 
show pecking behaviour than control birds (Wald chi‐square=5.5; p<0.01; Fig. 4.6) and that 
pecking was significantly more likely during the short‐term enrichment than in other 
periods (Wald chi‐square=13.33; p<0.001). EXP was not related to CORT (Wald chi‐
quare=0.26; p=0.61) for either group. s
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Figure 4.4. Mean (± SE) latency (sec) to feed (LTF) of nutcrackers during experiment 2. 
Filled circles: experimental birds; open circles: non‐enriched controls. See text for 
xplanation of time periods. e
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Figure 4.5. Mean (± SE) counts of nutcracker hops and positional changes (activity level, 
AL) during experiment 2. Filled circles: experimental birds; open circles: non‐enriched 
ontrols. See text for explanation of time periods. c
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Figure 4.6. Mean (± SE) counts of nutcracker pecks (exploration, EXP) during experiment 2. 
Filled circles: experimental birds; open circles: non‐enriched controls. See text for 
xplanation of time periods. e
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.4. Discussion 
Did enrichment attenuate stress physiology in captive nutcrackers? The integrated 
t‐term measure of CORT increased significantly from pre‐enrichment levels following shor
exposure to enrichment objects in two separate experiments, indicating that stress 
physiology was likely enhanced, not reduced, following the manipulation. However, 
individuals exposed to long‐term enrichment (i.e., the final 25 days of a 92‐d enrichment 
period) expressed CORT levels that were significantly lower than pre‐enrichment values, 
suggesting a physiological benefit. These results led us to hypothesize that nutcrackers 
perceived initial enrichment as a stressful change of environment, and we predicted that 
the change of environment associated with removal of enrichment would likewise produce 
elevated CORT levels. Contrary to our predictions, CORT levels in experiment 1 decreased 
following removal of enrichment and returned to pre‐enrichment levels. However, in 
experiment 2, CORT levels increased significantly to levels seen following short‐term 
enrichm
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ent, in accordance with our predictions.    
How do we explain these seemingly opposite responses to removal of enrichment in 
our two experiments? The main difference between experiments 1 and 2 was length of 
exposure to enrichment objects prior to removal. The longer exposure likely allowed birds 
in experiment 2 to habituate to the objects such that the objects became part of their 
normal environment, similar to acclimation seen in previous studies ([240,241] and see 
[89]). The fact that CORT levels during long‐term enrichment (the final 25 days of a 92‐d 
enrichment) were not significantly higher than those prior to enrichment provide evidence 
that birds had indeed adjusted to the presence of objects. Thus, removal of the objects in 
 
experiment 2 constituted a change of environment to which birds responded by elevating 
CORT. This was not the case in experiment 1 where the shorter 10‐day exposure period did 
not allow for the same length of adjustment. Objects were therefore not recognized as part 
of the environment and instead were perceived as a stressor. Thus, the removal of the 
objects was seen as a removal of a stressor, to which birds responded by decreasing CORT 
secretion, albeit non‐significantly, to pre‐enrichment levels.  
Were the birds physiologically stressed by short‐term enrichment? Although none 
of the birds showed any sign of illness or discomfort during either of our experiments, two 
birds died during, and one shortly after, experiment 2. Interestingly, all three fatalities 
were in the experimental group, and those individuals had three of the four highest CORT 
values for the short‐term enrichment period. The provisioning of enrichment must be done 
carefully and in the context of the species and environment. It is possible that the 
installation of four objects inside the cage was perceived as an over‐enrichment by 
nutcrackers, and the birds reacted with sustained CORT responses. Sustained elevated 
CORT secretion can suppress immune response [13,62], so elevated CORT levels may have 
been a contributing factor in the deaths. However, CORT values during short‐term 
enrichment, when responses would be expected to be most robust, were not the highest 
seen in the experiment, so we doubt that birds were over‐enriched. Thus, we cannot 
conclud hs.  
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e that enrichment per se caused stress sufficient enough to result in these deat
Behaviourally, only LTF and EXP behaviour were influenced by the addition of 
enrichment objects, but these responses were not seen two months later, nor were they 
seen upon removal of the objects. By contrast, feather CORT increased significantly in 
periods following both the addition and removal of enrichment objects. Importantly, a lack 
 
of relationship between feather CORT levels and concurrently measured behaviours 
support the idea that stress‐related behaviour and GC physiology may act independently of 
each other within an individual, and highlights a physiological response that was not 
detectable through the behaviours we measured. Despite evoking a physiological response 
to enrichment, is possible that the objects were not engaging enough to elicit anything 
other than transient behavioural responses. This is in contrast to previous studies that 
found behavioural, but not physiological, responses to enrichment [203,204,217,218,221]. 
These results suggest that both context and type of enrichment are important determinants 
of responses to enrichment.  
Control birds showed similar feather CORT levels to experimental birds in all but 
one period of experiment 2, despite not being able to see enrichment objects. Although we 
made every effort to ensure that control birds were treated identically to experimental 
birds other than not receiving enrichment objects, we cannot rule out the possibility that 
some factor common to both groups influenced our results. Controls were only visually, 
and not aurally, isolated from their experimental counterparts. Nutcrackers are semi‐social 
corvids that possess complex vocal communication systems [235]. Nutcrackers in both 
treatment groups were noisy throughout the experiment, so it is possible that vocalizations 
from experimental birds were changed or interrupted by the presence of enrichment 
objects, and the perception of these altered vocalizations promoted a release of CORT by 
control birds. Public information can affect CORT levels in birds [242], so it is possible that 
vocalizations work in a similar way, alerting individuals. This intriguing possibility requires 
further research.   
73 
Our results challenge the notion that all types of enrichment are immediately 
beneficial for captive animals and indicate that initial reactions to enrichment need not be 
positive or, in the case of some behaviours, may even be absent. Furthermore, a lack of 
relationship between feather CORT and the behaviours we measured suggests that relying 
solely upon behavioural measures of stress to assess captive animal well‐being can be 
misleading, an assertion supported by other studies [203,204,217,218,221]. We are not 
suggesting that enrichment is harmful to captive animals. In fact, our results indicate that 
long‐term enrichment generally reduced activity of the HPA axis and therefore may 
provide some physiological relief for captive animals experiencing otherwise stressful 
conditions. This result was not seen in control birds, so the effect was likely caused by 
exposure to enrichment objects. Furthermore, the fearfulness we observed in response to 
short‐term enrichment was not detected following long‐term enrichment, suggesting that 
this effect was temporary.      
Likewise, although we did not detect a behavioural response to removal of 
enrichment objects, we are not suggesting that impoverishment has no behavioural 
consequences. On the contrary, numerous studies have documented deleterious 
behavioural effects of impoverished environments (e.g., [217,218]). However, in our study 
we were only concerned with behavioural responses occurring very soon after 
experimental manipulations; as we did not detect any change in the behaviours we 
measured following removal of enrichment objects, we conclude that nutcrackers did not 
respon
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d behaviourally to removal of enrichment.  
Previous work has suggested that novelty is an important property of enrichment to 
which animals respond [197,200,238], but results have been mixed [243]. Our 
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experimental design allowed us to assess the effect of novelty on nutcracker GC secretion 
because birds in experiment 2 were re‐enriched with objects to which they had previously 
been exposed. Had novelty been a factor influencing GC responses in the short‐term 
enrichment period in experiment 2, feather CORT values during the non‐novel enrichment 
period (i.e., second exposure to the objects) should have been lower than or equal to levels 
following initial exposure. To the contrary, we found feather CORT values to be 
significantly higher when birds were no longer naïve to the enrichment objects. This 
indicates that nutcrackers mounted a stronger physiological response the second time they 
were exposed to the same objects, a result previously seen only in mammals [243]. The 
non‐novel enrichment period in our study was only 10 days, compared to 25 days for the 
short‐term enrichment period, so it is plausible that the shorter growth period resulted in a 
higher average CORT. However, the feather sections in experiment 1 were also grown over 
10 days, yet their CORT values were half that of the non‐novel enrichment values in 
experiment 2 and comparable to the values from longer feather sections grown during 
experiment 2. Thus, it appears that the length of feather growth period is not responsible 
for the high CORT values seen during the non‐novel enrichment period. As an alternative 
explanation, the experimental birds may have developed a negative association between 
the enrichment objects and the activities of our experiment. Although all nutcrackers in our 
experiment had been handled daily for several years prior to our experiment, the extra 
handling required for measuring feather lengths and collecting feathers may have been 
perceived as stressors by the birds. The enrichment objects may thus have acted as a cue 
and upon seeing the enrichment objects a second time birds responded more strongly 
because they had a negative prior experience. 
 
4.4.1. Conclusions 
 
 Enrichment can undoubtedly alter both physiological and behavioural functioning 
in animals [210,213,216,223,244,245]. By demonstrating that an integrated measure of GC 
physiology varies significantly with changes to enrichment in the absence of agonistic 
interactions, our study sheds light on potential mechanisms driving those physiological and 
behavioural effects. Our work adds an avian perspective to studies addressing GC 
responses to novelty, and suggests that when a non‐novel stimulus acts as a cue, 
acclimation may be overridden by negative past experience. Importantly, our findings 
suggest that how animals perceive enrichment and its removal depends on the duration of 
exposure: shorter‐term enrichment may be experienced as a stressor, but longer‐term 
enrichment allows for acclimation and therefore subsequent removal of enrichment 
constitutes a change to the environment. Future research should work to identify the 
factors that affect the rate at which individuals transition between these two psycho‐
physiological states. Studying such factors in captive and free‐living animals will improve 
our understanding of how and why animals adapt to environmental change.  
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Chapter 5. Does post‐breeding corticosterone reflect the expense of reproduction, 
ndividual quality, or both?i
 
4  
5
 
.1. Introduction 
Reproduction is energetically demanding and parents must continually invest 
resources to ensure the survival of their offspring. Egg formation, incubation, and 
provisioning and defense of young require substantial energy, particularly for females of 
many species [246‐248]. During reproduction parents must additionally maintain their 
own condition while also coping with an unpredictable environment. How individuals 
resolve energetic trade‐offs during breeding is important because fitness can be reduced if 
energy is diverted to functions other than reproduction [19,249]. By studying physiological 
mechanisms that manage resource allocation within individuals, we can gain insight into 
how the energetic demands of reproduction contribute to variation in life histories [30]. 
Glucocorticoid hormones are involved in energy regulation, responses to stressors, 
and life history transitions [11,13‐15] and therefore play an important role in adjusting 
parental physiology to the demands of rearing young [250]. Baseline levels of 
corticosterone (CORT), the primary avian glucocorticoid, increase when greater demands 
are put on females via brood size manipulations [70,251] and are highest in the most 
productive individuals of both sexes [252]. Additionally, cumulative female productivity 
within a breeding season is positively related to stress‐induced levels of CORT measured 
post‐breeding [72]. Increased levels of CORT are frequently associated with detrimental 
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consequences, including reduced reproductive behaviours [67]. However, the “CORT‐
adaptation” and “CORT‐fitness” hypotheses [70,251] posit that if increased CORT facilitates 
increased parental behaviors, it should also result in greater reproductive investment and 
ultimately higher fitness.  
We argue that CORT need not increase parental behaviour for the CORT‐adaptation 
hypothesis to be supported. In fact, an attempt to establish this causal link using exogenous 
CORT was not successful [253]. Instead, if increased CORT were a consequence of energetic 
exertion, then more productive individuals would be predicted to have higher CORT. In this 
sense, CORT secreted during and after breeding may reflect, respectively, the short‐ and 
long‐term energetic “expense” of raising offspring. In species such as tree swallows 
(Tachycineta bicolor) that moult once annually following breeding, CORT from feathers 
may quantify an individual’s cumulative expense of raising young because it integrates 
both baseline and stress‐induced CORT secretion into a biologically‐relevant measure of 
total CORT secretion [105‐107]. However, the ability to invest more in reproduction may 
depend on condition [70], suggesting that the relationship between feather CORT and 
reprod
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uction may depend on quality. 
Here, we explore the relationships between reproduction, individual quality, and 
CORT using feathers collected from adult tree swallows that bred consecutively in our 
study area in 2008 and 2009. We test predictions of two hypotheses. First, if feather CORT 
reflects the cumulative energetic expense of reproduction, as has been shown previously 
using plasma [72], then reproductive effort (clutch size and number of young fledged) in 
2008 should be positively correlated with post‐breeding CORT. Second, we hypothesize 
that quality should correlate positively with CORT because only better quality birds should 
 
be able to tolerate the increased levels CORT. We therefore predict that feather CORT 
should covary with behaviors related to quality. Timing of reproduction and choice of nest 
site are important determinants of fitness in birds [254,255]. This is particularly true for 
secondary cavity‐nesting species such as tree swallows because limited availability of good 
quality nest cavities (or artificial nest boxes) can result in strong competition [256]. Earlier 
breeding individuals can compete for better quality nest sites because they arrive earlier 
and tend to be of better quality [254,257,258]. Therefore, we predicted that 2008 clutch 
initiation date would be negatively related to feather CORT. The two types of nest boxes in 
our study area (plywood and aspen) differ in microclimate (Chapter 2) and cavity nesting 
species likely select nest sites based on stability of cavity microclimate [259]. Therefore, we 
predicted that individuals breeding in aspen boxes (more stable microclimate) would have 
significantly higher feather CORT. We additionally determined if 2008 CORT levels 
ype of box used in 2009.  predicted the t
    
5
 
.2. Materials and methods 
5.2.1. Field methods 
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  Work was conducted at St. Denis National Wildlife Area, SK, Canada, from May‐
August in 2008 and 2009 as part of an ongoing swallow population monitoring project. In 
both years, we erected 25 plywood nest boxes and 25 boxes constructed from aspen 
(Populus tremuloides) logs. 2008 was the first year that birds were offered aspen boxes. All 
 
boxes were located in similar habitat and we alternated box type to avoid clustering either 
box type. Neither internal box chamber dimensions nor size of entrance hole differed 
between box types, but wall thickness was 1 cm in plywood boxes and ~4 cm in aspen 
boxes, resulting in a significantly more stable microclimate in the latter as measured by 
data loggers (Chapter 2).  
Throughout the 2009 breeding season we captured, banded, and collected two flank 
feathers from 29 adults (15 m, 14 f) nesting in plywood boxes and 32 adults (14 m, 18, f) 
nesting in aspen nest boxes. Of these, 25 (13 m, 12 f) had bred in the study area in 2008, so 
we had data on type of nest box used, clutch initiation date (CID), clutch size (CS), number 
of young fledged (NF), wing length, and mass for those individuals in both years. 
Additionally, we calculated a body condition index (BCI) according to Green (2001) based 
on measurements of all birds in our population (> 400). Tree swallows molt only once 
annually, so the feathers we collected in 2009 were grown post‐breeding (i.e., Aug – Sept) 
in 2008. However, CORT in feathers is stable over time [106]. All collected feathers were 
stored in plain paper envelopes until extraction for CORT analysis.   
 
5.2.2. Corticosterone analysis 
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  Extraction of CORT from feathers followed [105] and has been replicated with tree 
swallows [132] and other species [65,107]. We measured the length of each flattened 
feather against a metal ruler. We removed and discarded the calamus and remeasured the 
feather length. Each feather was placed in a separate glass vial. We then cut feather 
samples into very small pieces, added 10 mL of methanol (HPLC grade, Fisher Scientific, 
 
Fairlawn, New Jersey, USA) to each sample, placed the samples in a sonicating water bath at 
room temperature for 30 min, and incubated them at 50 °C overnight in a water bath. Using 
a plug of synthetic polyester fibre inserted into a filtration funnel, we separated the 
methanol from feather bits using vacuum filtration. Methanol extracts were then placed in 
a 50 °C water bath and evaporated under a fume hood, reconstituted in a small volume of 
phosphate buffered saline (0.05M, pH 7.6), and frozen at –20 °C until analyzed by 
radioimmunoassay (RIA). We assessed the efficiency of the methanol recovery using three 
additional feather samples each spiked with a small amount (approximately 5000 CPM) of 
3H‐corticosterone in the extraction. Samples used for recovery efficiency were sonicated, 
incubated, and filtered as above. For additional information about extraction validation, see 
online Supplementary Appendix S1 in (Bortolotti et al. 2008). Samples were extracted in 
one bat
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ch, with >97% of the radioactivity being recoverable from reconstituted samples.  
Reconstituted sample residues were analyzed by radioimmunoassay (in duplicate) 
by incubating 200 μL of antiserum with 100 μL of extracted samples (or standards) and 
100 μL (approximately 5000 CPM) of 3H‐labeled corticosterone for at least 16 hrs at room 
temperature. We used a dextran‐coated charcoal stripping technique to separate bound 
and free hormone. We purchased antiserum and purified CORT for standards from Sigma 
Chemicals, 3H CORT from Amersham Bioscience. We measured samples in one assay with 
an intra‐assay coefficient of variation of 8.4% and a detection limit of 4.88 pg CORT/assay 
tube, but all data values were above this limit and we had no undetectable samples. CORT 
deposition in feathers is time‐dependent [108], so data are expressed as pg CORT per mm 
of feather, which gives a valid estimate of CORT per unit time of feather growth [105,106]. 
Assays were performed at the University of Saskatchewan, Canada.  
 
5.2.3. Statistical analyses 
 
To improve normality, we log transformed feather CORT data. A single CORT value 
was greater than 1.5 interquartile ranges lower than the first quartile and was removed 
from analyses as a statistical outlier. Additionally, one individual in our sample raised only 
two young, which is out of the norm for this population (R. G. Clark, pers. obs). Importantly, 
this bird likely had significantly reduced parental effort relative to other individuals in our 
study [260]. We therefore excluded this individual from analyses. 
  Our general statistical approach followed previous studies [72,252]. We fit 
generalized linear models (GLM) to the data using SAS v. 9.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
To account for the clustering of our data by nest, we included nest identity as a random 
statement using PROC GLIMMIX, but these models would not converge. We therefore 
onsidered the sexes separately in GLMs using PROC GENMOD.  c
 
5.2.3.1. Box type and individual variation in quality 
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We first tested for possible differences between birds that could be attributed to box 
type (plywood or aspen) in 2008. We considered CORT, BCI, log‐transformed CID, and wing 
length (a predictor of timing of breeding in tree swallows; [261]) separately as dependent 
variables in GLMs. Because attempts at normalizing NF failed and parameter estimates for 
model terms were unreasonably high using GLMs, we compared 2008 CS and NF between 
box types using separate nonparametric independent‐samples Kruskal‐Wallis tests. CORT, 
BCI, CID, wing length, CS, and NF did not differ between box types used in 2008 for either 
 
sex (see Results); box type was therefore not considered in subsequent models for 2008 
reproductive parameters. We determined if CS and NF differed by box type in 2009 using 
GLMs.   
Next, we assessed individual variation in quality. We determined if earlier breeders 
had larger clutches by fitting GLMs with log‐transformed CID as the dependent variable and 
CS as a fixed factor. This model was repeated for NF to determine if earlier breeders were 
more productive. We also determined if wing length was a significant predictor of CID. We 
then determined if reproductive parameters (CID, CS, NF) were consistent within 
individuals between breeding seasons. For CID, we used GLMs and assigned log‐
transformed CID in 2008 as the dependent variable and included 2009 CID as a fixed factor. 
CID was standardized relative to the earliest date in each sample for each year, which was 
within the norm for our population (R.G. Clark, pers. obs.). Attempts at normalizing CS and 
NF data were not successful, so we used two‐tailed Spearman correlations.  
  
5.2.3.2. Relationships between reproduction and CORT 
  
To characterize the relationships between reproductive parameters (CID, CS, and 
NF) measured in 2008 and CORT, we fit GLMs to the CORT data. We created three models, 
one each for CID, CS, and NF as main effects. We chose to analyze reproductive parameters 
separately to avoid possible variance inflation errors arising from including collinear 
predictor variables [262] and also to maximize power of statistical tests because sample 
sizes were small.  
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To test for a relationship between CORT and NF while controlling for quality, we ran 
three GLMs. Each used CORT as the dependent variable and included NF and one of the 
following covariates: CID (with reservations about including collinear predictor variables), 
ing length, and BCI.  w
 
5
 
.2.3.3. CORT and subsequent choice of nest box 
To determine how CORT related to nest box use in 2009, we fit a GLM with CORT as 
the dependent variable and 2009 nest box type as a main effect. We further explored this 
relationship with a GLM that used CORT as the dependent variable, whether or not an 
individual switched nest box type between years (yes or no). We then expanded our 
sample to consider nest box use of all 61 birds for which we had feather CORT data in 2009 
(i.e., 35 birds that bred in the study area in 2009 only plus the 25 birds that bred in the 
study area both years). To improve normality, we used log‐transformed CORT data. One 
data point was 1.5 interquartile ranges lower than the first quartile and another was 1.5 
interquartile ranges higher than the third quartile, so both were omitted from analysis as 
statistical outliers. With this bigger sample size we were able to fit a generalized linear 
mixed model using PROC GLIMMIX with nest identity as a random factor to account for 
potential clustering associated with individual nest boxes. In this model we included log‐
transformed CORT as the dependent variable, 2009 box type as a main effect, sex as 
covariate, and a sex × main effect interaction term.    
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All GLMs were fit using a normal distribution and an identity link function. We used 
a backward stepwise approach of eliminating non‐significant model terms from full models 
o arrive at final models that included at least the main effect.  t
 
5
 
.3. Results 
5.3.1. Box type and individual variation in quality 
 
  Feather CORT, BCI, CID, and wing length did not differ between plywood and aspen 
boxes for either sex in 2008 (Table 5.1). Models combining the sexes revealed the same 
results (CORT: χ21,21 = 0.20, p = 0.65; BCI: χ21,20 = 2.28, p = 0.13; CID: χ21,21 = 3.38, p = 0.07; 
wing length: χ21,20 = 1.12, p = 0.29). Similarly, neither CS (Kruskal‐Wallis tests: males, p = 
0.93; females, p =0.09) nor NF (Kruskal‐Wallis tests: males, p = 0.66; females, p =0.07) 
differed significantly between box types for either sex in 2008. We therefore conclude that 
the different box types did not attract significantly different quality birds in 2008. Similarly, 
in 2009, neither CS (males: χ21,10 = 0.24, p = 0.63; females: χ21,9 = 0.09, p = 0.77) nor NF 
(males: χ21,10 = 0.08, p = 0.77; females: χ21,9 = 0.32, p = 0.57) differed significantly between 
box types.   
   Earlier breeding females, but not males, had significantly larger clutches (Table 5.2). 
Similarly, earlier breeding females, but not males, fledged significantly more young (Table 
.2). Wing length was not significantly related to CID for females (χ5 21,9 = 0.00, p = 0.95), but 
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Table 5.1. Model results for the effect of box type (plywood or aspen) on male and female 
tree swallow corticosterone (CORT), body condition index (BCI), clutch initiation date 
CID), and wing length. Coefficients are relative to aspen boxes.   (
  coefficient  s.e.  χ2 (d.f.)  p­value 
males         
    CORT  ‐0.047 
 
 
0.054  0.72 (1,10)  0.40 
    BCI 
   CID 
   wing length 
‐0.014
0.015
.314 
0.011 
.009 
.527 
0.56 (1,10) 
.32 (1,10) 
.81 (1,10) 
0.21 
.13 
.37 
 
 
‐ 0 2 0
2 2 0 0
 
es
T 
       
femal          
    COR 0.014 
 
 
0.046  0.09 (1,9)  0.76 
    BCI 
   CID 
   wing length 
‐0.013
‐0.023
0.500 
0.014 
0.020 
0.736 
0.80 (1,9) 
1.26 (1,9) 
0.45 (1,9) 
0.37 
0.26 
0.50 
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Table 5.2. Model results for the relationships between clutch initiation date and clutch size 
(CS) and number of young fledged (NF) for male and female tree swallows. Significant 
effects are in bold. 
  coefficient  s.e.  χ2 (d.f.)  p­value 
males         
 
 
   CS 
   NF 
0.002 
.011 
0.009 
.006 
0.08 (1,10) 
.89 (1,10) 
0.78 
.09 0 0 2 0
 
 
       
 
fema
   CS 
   NF 
les   
‐0.029 
‐0.022 
 
0.007 
0.008 
 
16.62 (1,9)
6.22 (1,9) 
 
 
< 0.0001 
0.01 
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earlier breeding males had significantly longer wings (χ21,10 = 16.33, p < 0.0001). There was 
no within‐individual relationship for CID between 2008 and 2009 for either sex (males: 
χ21,10 = 1.69, p = 0.19; females: χ21,9 = 0.16, p = 0.69; sexes combined: χ21,21 = 2.52, p = 0.11). 
However, females with bigger clutches in 2008 also had bigger clutches in 2009 
(Spearman’s rho = 0.80, p = 0.003), whereas this relationship was not significant for males 
(Spearman’s rho = ‐0.17, p = 0.60). Parents that were more productive in 2008 were also 
more productive in 2009 (Spearman’s rho = 0.58, p = 0.004), but this effect was significant 
for males only (males: Spearman’s rho = 0.70, p = 0.01; females: Spearman’s rho = 0.36, p = 
.28) when the sexes were considered separately.  0
 
5.3.2. Relationships between reproduction and CORT 
 
  CID was not related to CORT for males (Table 5.3; Fig. 5.1a). By contrast, earlier 
breeding females had significantly higher CORT (Table 5.3; Fig. 5.1a). Although three data 
points (1 male, 2 female) with CIDs later than day 160 appear to influence this relationship, 
removal of these data did not change the model direction or significance (males: χ21,10 = 
1.74, p = 0.19; females: χ21,7 = 3.93, p < 0.05; Fig. 5.1b). Females, but not males, with larger 
clutches had significantly higher CORT (Table 5.3; Fig. 5.1c). Female, but not male, CORT 
was significantly positively related to NF (Table 5.3; Fig. 5.1d). After controlling for CID, 
CORT was not related to NF for either sex (Table 5.4). Controlling for wing length or BCI did 
not change the relationship between CORT and NF for either sex (Table 5.4). If anything, 
controlling for wing length appeared to strengthen the relationship for females. 
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Table 5.3. Model results for the influence of clutch initiation date (CID), clutch size (CS), and 
number of young fledged (NF) on feather CORT for male and female tree swallows. 
Significant effects are in bold. 
  coefficient  s.e.  χ2 (d.f.)  p­value 
males         
    CID
   CS 
   NF 
  0.008 
.025 
.061 
0.004 
.046 
.034 
3.13 (1,10) 
.30 (1,10) 
.91 (1,10) 
0.08 
.58 
.09 
 
 
0 0 0 0
0 0 2 0
 
 
 
l
 
 
 
   
 
fema es       
    CID
   CS 
   NF 
‐0.005
0.040 
0.044 
0.001 
0.018 
0.018 
11.76 (1,9)
4.22 (1,9) 
4.84 (1,9) 
0.0006 
 
 
0.04 
0.03 
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Figure 5.1. Relationships between 2008 reproductive parameters and feather CORT of 
adult tree swallows. Note that (b) shows same data as (a) but only for individuals with 
clutch initiation date < 160. See text for explanation. Lines shown are for female data only 
nd are all significant at p < 0.05. a
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Table 5.4. Model results for the relationships between number of young fledged (NF) and 
CORT after controlling for the effect of clutch initiation date (CID), wing length, and body 
condition index (BCI). Coefficient, s.e., and statistics presented are for NF with covariate in 
the model.   
  controlling for  coefficient  s.e.  χ2 (d.f.)  p­value 
CID  0.045  0.033  1.73 (1,9)  0.19 
wing length  0.043  0.035  1.42 (1,9)  0.23 
m
al
es
 
BCI  0.048  0.039  1.48 (1,9)  0.22 
 
0. 63 
   
CID 
 length 
 
0.008 
 
0.017 
 
0.23 (1,8) 
) wing
BCI 
0.065 
0.044 
0.012 
0.018 
13.76 (1,8
4.87 (1,8) 
0.0002 
fe
m
al
es
 
0.03 
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5.3.3. CORT an
 
d subsequent choice of nest box 
 
Females breeding in plywood boxes in 2009 had significantly higher CORT than 
females breeding in aspen boxes (χ21,9 = 12.70, p = 0.0004; Fig. 5.2a). Females that switched 
box types between years had significantly lower CORT than females that used the same box 
type (χ21,9 = 9.35, p = 0.002; Fig. 5.2b).  There was no significant difference between males 
in the two box types in 2009 (χ21,10 = 2.02, p = 0.15) and males that switched box types 
between years were statistically indistinguishable from those that used the same box type 
(χ21,10 = 0.28, p = 0.60). When we increased our sample to include all birds for which we 
had feather CORT data, we found a strong relationship between CORT and box type: 
individuals that bred in aspen boxes had significantly lower CORT than those that bred in 
plywood boxes (GLIMMIX: F1,26 = 49.66, p < 0.0001; Fig. 5.3). Neither sex nor the 
interac ion term was significant in this model (both p > 0.74).  t
 
5.4. Discussion 
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The relationships between reproduction, individual quality, and CORT are complex. 
We used an integrated measure of GC physiology relevant to the post‐breeding period to 
provide a different perspective than that of previous studies. Did feather CORT measure the 
expense of reproduction, individual quality, or both? Our results suggest that although 
feather CORT likely measured the expense of reproduction, that expense could not be 
separated from individual quality. We argue that reproductive effort may be matched to 
individual physiology based on quality. In this context, individuals trade off the benefit of 
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Figure 5.2. Average (± SE) feather CORT of 23 adult tree swallows that bred in the study 
area in 2008 and 2009 in relation to (a) box type used for breeding in 2009 and (b) 
whether or not an individual bred in the same or different box types in 2008 and 2009. *** 
p < 0.001, ** p < 0.01  
 
 
Figure 5.3. Average feather CORT (± SE) of 59 adult swallows in relation to box type used 
for breeding in 2009. Bars represent one standard error. Groups differed significantly at p 
 0.0001.  <
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raising additional young against the physiological cost entailed by elevated levels of CORT 
required to fuel increased provisioning and protection. This is in line with the prediction of 
the CORT‐adaptation hypothesis that only better quality birds should have increased levels 
of CORT [251]. In fact, we suggest that tolerance to the detrimental effects of elevated CORT 
may be part of what makes a good‐quality bird. Though untested, this idea may help put 
life‐history trade‐offs into a better physiological context [30]. 
Female, but not male, productivity was positively related to CORT, even after 
controlling for wing length and condition. Parents provisioning larger broods likely had to 
work harder [263] and would require more energy to do so [264]. We reason that CORT 
would facilitate the general increase in energy demand required to raise larger broods, and 
increased CORT post‐breeding was a consequence of increased parental effort, rather than 
a direct cause. This may explain how CORT can be related to productivity [251,252], but 
not directly affect provisioning [253]. Our results are also in accordance with the temporal 
trend observed in the relationship between CORT and fitness [70]. Later in the breeding 
period, CORT and fitness are expected to positively covary [70]. Our results and those of 
others [72,105] extend that temporal trend to include post‐breeding and provide support 
for the hypothesis that CORT from feathers grown post‐breeding reflects the expense of 
reprod
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uction.  
However, individual quality clearly played a role in the CORT‐reproduction 
relationship. We addressed behavioral measures of quality before (i.e., CID, nest box use in 
2008) and after (i.e., nest box use in 2009) feather growth, and predicted these behaviors 
would be related to CORT. Individual productivity was consistent between years, and birds 
that bred earlier were more productive, suggesting that reproduction was related to 
 
individual quality. Importantly, CID and CORT were strongly related and after controlling 
for CID we found no relationship between CORT and productivity. Earlier arriving birds 
have been shown to have higher CORT due to environmental conditions [265], but it is 
unlikely that such an explanation would apply to the post‐breeding period. We interpret 
our res
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ults as supporting our hypothesis that CORT covaries with quality.  
Contrary to our prediction, neither individual quality nor CORT differed between 
box types in 2008, the first year that aspen boxes were available in our study area. 
However, feather CORT apparently predicted the type of nest box in which an individual 
bred the subsequent year (2009) and this was related to quality. Individuals that bred in a 
different box type in 2009 (i.e., switched box types) had significantly lower feather CORT, 
bred later, and were less productive in 2008. Changing nest sites can be function of poor 
reproductive success [266], so perhaps this is not a surprising result. Regardless, when we 
expanded our sample to include all individuals breeding in 2009 for which we had feather 
CORT, we discovered strong segregation in the two box types based on CORT. Individuals 
of both sexes breeding in aspen boxes had significantly lower CORT than birds breeding in 
plywood boxes. We expected the opposite result because the microclimate of aspen boxes 
is more stable than that of plywood boxes (Chapter 2) and presumably more desirable. 
Interestingly, this is the same pattern of CORT previously detected for nestlings raised in 
these boxes in 2009 (Chapter 2). While this segregation may be related to quality, there 
were no differences in productivity between box types in 2009. It is therefore unlikely that 
we would detect differences in productivity because all birds in our sample survived the 
winter and we were sampling the “best” birds in our study area. Instead, perhaps CORT 
varied with a general type or personality of bird [267,268] that preferred one box type or 
 
another. CORT responses have been shown to be lower in “proactive” birds that tend to 
explore more readily and show less fearfulness towards novelty (see [43] for a review). It is 
interesting to note that the birds in our study that switched box types (i.e., bred in the face 
of novelty) in 2009 had the lowest CORT. Perhaps decisions to switch nesting sites in a 
subsequent year are partly driven by personality.   
Our result that CORT from feathers grown post‐breeding is an indicator of 
reproductive effort provides some insight into the mechanism behind the CORT‐adaptation 
hypothesis [70]. Our findings also indicate that CORT may be proxy for quality in species 
that molt once annually following breeding. When taken together, these results suggest 
that feather CORT may be a measure of individual state following breeding. Feather CORT 
may therefore be useful for quantifying carry‐over effects into the non‐breeding season 
[269]. Future research should study the consequences of post‐breeding variation in feather 
CORT, and whether this can be linked to migration or arrival on wintering grounds.        
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Chapter 6. Can feathers help us better understand habitat‐physiology relationships?5 
6.1. Introduction 
 
Physiology mediates the relationship between animals and their environment [30]. 
Physiological mechanisms that underpin responses to environmental change are 
particularly important to conservation because they can inform us about how animals 
respond to and function within changing habitat. Habitat loss, fragmentation, and 
degradation (hereafter “habitat change”) is a main driver of species declines and 
extinctions [270,271], yet we know very little about how individuals perceive, cope with, 
and respond physiologically to habitat change and how this may contribute to population 
trends. Complex interactions among habitat structure, food availability, predation, and 
competition make it difficult to interpret the influences of habitat change on individual 
animals.   
The need for an effective biomarker of habitat change has led to the use of measures 
of glucocorticoid hormones (GCs) in habitat studies [40,41,272,273]. Generally, exposure to 
stressors (e.g., severe weather, predation, parasite infestation) results in an increase in GCs 
aimed at helping the animal cope with adverse conditions [13,33,36,39,89], though GC 
levels can decrease in response to some challenges [35,134,274]. Importantly, the 
sensitivity of GCs to environmental change [13,89] and significant relationships between 
GCs and components of vertebrate health, reproduction, and fitness [84,85,252] make GCs 
an important physiological link among habitat change, population dynamics, and ultimately 
conservation [272].  
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5 I gratefully recognize the contributions of M. Vögeli, D. Serrano, J.L. Tella, A. Delgado, and G.R. Bortolotti to 
this work. 
Limited research with mixed results indicates that the relationship between habitat 
change and GCs is far from clear, and our understanding of how vertebrates respond 
physiologically to habitat change is therefore limited [273,275]. This may be due, in part, to 
how previous GC studies have measured habitat. Virtually all previous habitat‐GC studies 
have used either (i) a dichotomous habitat classification (disturbed/not disturbed, 
fragmented/continuous; but see [41]), which sheds little light on the actual factors that 
influence individual levels of GCs, or (ii) habitat measures at scales which may not be the 
most appropriate scale for physiological studies [for a review see 273]. Furthermore, all 
previous studies of habitat‐GC relationships have used blood or fecal measures of GCs, 
which only provide short‐term measures over hours or days and can be logistically 
challenging in the field. Thus, conservation would benefit from a long‐term integrative GC 
biomarker of habitat, and particularly one that is more easily used in the field.     
We suggest that the novel approach of synchronising feather‐based measures of GCs 
and stable isotopes (SIs) may clarify the relationships between habitat change and GCs. 
Feathers contain a record of both corticosterone (CORT, the primary avian GC) and SIs over 
the period of feather growth [105,108,276,277]. CORT in feathers (CORTf) is positively 
correlated with blood levels of CORT [105,107] and integrates the magnitude and duration 
of GC responses, including both baseline and responses to stressors. Thus, CORTf provides 
a long‐term measure of avian physiological responses to environmental variation. CORTf 
values are positively correlated with capture and restraint and small‐scale environmental 
change [105,133], and can negatively vary with nutritional condition [134]. However, no 
previous study has addressed how CORTf relates to habitat change.  
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SIs complement CORTf by providing an individual measure of local environment 
through signatures of carbon (δ13C) and nitrogen (δ15N). When tissues, such as feathers, are 
produced they incorporate carbon and nitrogen from food sources. In terrestrial systems, 
δ13C values can be used to differentiate photosynthetic pathways because C3 plants have 
smaller (i.e., more negative) δ13C values than C4 plants [278]. Thus, δ13C values in feathers 
can reliably reflect the food chain from which individuals were feeding [277,278]. δ15N 
values in feathers can be enriched (i.e., greater) with each step in trophic level, in xeric 
habitat
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s relative to more mesic ones, and with agricultural intensification [277‐279].  
Combining feather‐based measures of CORT with SIs provides a particularly strong 
approach to conservation because it can supply information about environmental 
conditions and an integrated physiological response to those conditions over the same time 
period. Here, we test the utility of combining CORTf with SIs as a measure of individual 
responses to environmental conditions and habitat change in a fragmented metapopulation 
of Dupont’s larks Chersophilus duponti (henceforth “lark”), an endangered songbird whose 
semi‐arid steppe habitat is being lost to agriculture. We begin by investigating the influence 
of spatial scale on the distribution of CORTf in the metapopulation using a spatial 
autocorrelation analysis. We then test four predictions of the hypothesis that CORTf should 
be related to direct and indirect (i.e., SIs from feathers) measures of the local environment. 
Extensive research has shown that adverse environmental conditions generally result in an 
increase in GCs [for reviews see 13,89]. Thus, we predict that (i) larks surrounded by a 
relatively greater proportion of agriculture, and individuals living in relatively hotter and 
drier habitats, should have relatively higher CORTf values. Related to this, we expect (ii) 
values of both δ13C and δ15N to positively correlate with the extent of agriculture, 
 
particularly in relatively arid local environments. Therefore, (iii) CORTf should be 
positively related to both δ13C and δ15N. Habitat specialists such as larks tend to crowd in 
remnant habitat patches [280], and crowding can adversely affect the physiology of free‐
living birds [281,282]. Thus, we predict that (iv) larks from smaller, more isolated, and 
more densely populated habitat patches should have relatively higher CORTf. We conclude 
by integrating all this information to contrast how GCs relate to habitat metrics at two 
spatial scales (local and landscape) and with varying environmental conditions.   
 
6
 
.2. Materials and methods 
6.2.1. Study system and field methods 
 
Fieldwork was carried out in the Ebro Valley (NE Spain, Fig. 6.1) between 2004 and 
2006. The climate is semiarid with little seasonal precipitation and maximum temperatures 
regularly exceeding 40 °C [283,284]. Lark habitat is restricted to flat steppes with natural 
vegetation, and habitat change over the past few decades has led to a scattered distribution 
of predominantly small local populations in discrete habitat patches within a landscape 
matrix dominated by agriculture (see Fig. 6.1) [280]. Larks are almost exclusively 
insectivorous but feed on a broad spectrum of arthropod families [285,286]. Habitat 
change is negatively affecting lark population dynamics, and dispersal appears to be very 
limited [280,287‐289].  
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Figure 6.1. Map of the Ebro Valley study area in northeast Spain with inset photo of 
Dupont’s lark. Remnant habitat patches occupied by larks are shown in black. Solid lines 
ncircling patches identify the local populations sampled. e
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Larks were captured, ringed, and measured as described in [290]. Because we used 
playbacks of recorded vocalizations to capture larks, over 90% of captured individuals 
were male. Thus, we omitted juvenile and female larks from our analyses. During ringing, 
we collected a fully grown (dead) outer tail feather (6th rectrix) from each bird and 
additionally extracted a drop of blood for molecular sexing [290]. For both the 2004 and 
2005 breeding seasons, we trapped some individuals in the fall after the post‐breeding 
moult and others the following spring. Thus, the feathers collected from both seasons 
within one “feather‐year” (i.e., fall 2004/spring 2005 and fall 2005/spring 2006) were 
grown during the same time period because larks moult only once per year in the fall [291]. 
The sta
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bility of CORTf is not affected by feather age [106].  
To characterize habitat and spatial structure of the Ebro Valley metapopulation, we 
used variables described in Table 6.1. Lark habitat patch sizes were identified by the 
intersection of all lark locations obtained during field work in the Ebro Valley from 2004 to 
2007 (n=2035; [280]) with highly detailed land‐use maps [292]. Based on high‐resolution 
aerial ortophotographs (1:5000, year: 2006) we adjusted these areas by discarding non‐
suitable steppe habitat for larks because of exceeding slopes (i.e. steeper than 5%, [293]). 
Steppe patches are easily recognizable at a landscape scale since they are island‐like 
remnants in a landscape dominated by agriculture with evident boundaries to other land 
uses. Finally, all resulting habitat patches were digitalized to calculate their patch size in 
ArcGIS 9 [294]. Using CORINE land cover digital maps from the European Environmental 
Agency (year: 2000, map resolution = 100m), we calculated the percentage of land‐use 
cover in the landscape matrix inside a buffer ring with 20km‐radius (i.e., the maximum 
dispersal distance of larks detected in our study area [280]) from the patch edge. 
 
Table 6.1. Variables characterizing the habitat and spatial structure of the Ebro Valley 
metapopulation of Dupont’s larks. All variables were previously described by [280] unless 
noted otherwise    
description  definition 
vegetation community of habitat occupied 
by larks (veg6) 
six phytosociological classes based on 
[295] 
matrix land‐use cover 
percentages of land‐use cover in the 
landscape matrix within 20 km (maximum 
dispersal distance of Dupont’s larks) from 
each population edge 
these three main land‐use categories 
l matrix cover
intensive agriculture (INTA) 
irrigated arable land (NIAL) 
ral steppe vegetation (NVEG) 
non‐
natu described 83‐97% of the tota
patch size  size (ha) of habitat patches   
ach local population size 
local population density 
number of occupied territories within e
local population 
number of occupied territories per ha   
nearest neighbour distance, defined as the 
mean straight‐line distance between the 
n
NND 
earest singing neighbour [287]   
I
isolation index 
i = ‐ Σ exp (‐ dij) Nj, where dij is the 
Euclidean distance between populations i 
and j, and Nj is the number of occupied 
territories of population j [296] 
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The isolation (or inversely, connectivity) of each habitat patch was characterized as (i) the 
distance to the nearest occupied habitat patch and (ii) the isolation index Ii = ‐ Σ exp (‐dij) 
Nj, where dij is Euclidean distance between patches i and j, and Nj is the number of 
occupied territories of patch j [296]. Lark population sizes were calculated as the number 
of occupied territories through territory mapping of males aided by its acoustic 
identification and observations of individually colour‐ringed birds [289]. Lark breeding 
densities in each habitat patch were characterized as (i) the number of occupied territories 
divided by patch size, and (ii) the mean distance between the nearest singing male 
neighbours [280,287]. 
Data on the total measured precipitation during the lark moulting period (PDM) of 
July‐September, and average maximum daily temperatures (TMAXmoult) during the same 
period, were obtained from regional administration websites [283,284]. Weather data was 
collected from nine meteorological stations across the study area, and we used weather 
ata from the station nearest to each local population (mean distance: 10.5 km, range: 0 – 
0 km).    
d
2
 
6.2.2. C
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orticosterone analysis 
 
CORTf assays followed methods in [105] and have been replicated with other 
species [132‐134]. Each feather was measured from end to end (i.e., proximal calamus to 
distal tip of the vane) by flattening and straightening the entire feather length against a 
metal ruler. The calamus was then removed and discarded and the remaining sample 
feather length was remeasured as above. Each feather was then placed in a separate glass 
 
vial and cut into pieces <5 mm2 with scissors. We extracted CORT from feathers by adding 
10 mL of methanol (HPLC grade; Fisher Scientific, Fairlawn, New Jersey, USA) to each vial 
and placing the samples in a sonicating water bath at room temperature for 30 min, 
followed by incubation at 50 °C overnight. Methanol was separated from feather material 
by vacuum filtration, using synthetic polyester fibre in the filtration funnel. Extracts were 
placed in a 50 °C water bath and subsequently evaporated. Extract residues were 
reconstituted in a small volume of phosphate buffer system (PBS; 0.05M, pH 7.6) and 
frozen at –20 °C until analyzed by radioimmunoassay (RIA). We assessed the recovery 
efficiency using feather samples spiked with a small amount (approximately 5000 counts 
per minute) of 3H‐corticosterone in the extraction. Approximately 96% of the radioactivity 
was recoverable in the reconstituted samples. For more information about validation, see 
Supplementary Appendix S1 in [105].  
CORTf levels were determined by RIA, and all CORTf assays were performed at the 
University of Saskatchewan, Canada. Measurements were performed on reconstituted 
methanol extracts and were duplicated. Samples were randomized throughout 10 assays 
that had an average (± SD) intra‐assay coefficient of variation of 7.1 (± 3.03) %. Average (± 
SD) minimum detectability (ED80) was 11.19 (± 1.11) pg/assay tube, but we had no 
undetectable samples and all assay values were above this limit. Data values are expressed 
as pg CORT mm‐1 of feather, which gives a valid estimate of CORT per unit time of feather 
rowth for validation see [105,106,108].  g
 
6.2.3. Stable isotope analysis 
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A small (~1 mm2) piece of feather was cut from the proximal vane of each feather 
prior to CORT analysis. Each feather sample was cleaned by ultrasonic shaking for 20 min 
in 2:1 methanol : chloroform (3 times) and in deionised water in glass vials, then dried at 
70 °C. Approximately 0.5–1 mg of each feather piece was loaded into a tin cup and 
combusted at 1020 °C in an elemental analyzer (Carlo Erba EA1500 NC; Carlo Erba, Milan, 
Italy) connected to a mass spectrometer (Finnigan Delta Plus XL; Finnigan, Bremen, 
Germany). Stable isotope abundance was expressed in standard notation relative to V‐PDB 
and AIR for C and N, respectively: δ13C or δ15N = [(Rsample/ Rstandard) ‐ 1] Х 1000, where R = 
13C/12C or 15N/14N of the sample and standards, respectively. All samples were analyzed 
three times on different days, and two standards were measured for every ~10 samples. 
Based on numerous measurements of inorganic and organic international reference 
standards, the analytical precision of our isotope measurements is about ±0.1 ‰. The 
normalized scale for δ13C values of the IAEA standard was used according to [297]. Three 
δ13C and three δ15N values were over three standard deviations greater than the mean and 
herefore omitted from analyses as outliers.  t
 
6
 
.2.4. Statistical analyses 
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We first analyzed patterns of spatial associations of CORTf across the entire 
metapopulation using Moran’s I index [298,299]. We assumed a null hypothesis of random 
spatial distribution of CORTf where a statistically significant positive deviation from the 
expected value of Moran’s I would represent a higher similarity of CORTf among 
individuals than expected by chance alone. First, we performed a global analysis with the 
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entire dataset for each feather‐year. We calculated all pair‐wise distances between 
individuals, and grouped them in distance classes (“bins”) with a lag of 5 km from 0 to 40 
km. Due to low sample sizes, the rest of the individuals were merged into two bins (40‐100
km and > 100 km) for feather‐year 2004, and into one bin (> 40 km) for feather‐year 2005
The number of pair‐wise comparisons ranged from 244 to 3938 (2004), and 38 to 850
respectively (2005). We conducted a second analysis at small spatial scale with only 
individuals from feather‐year 2004 and used bins with a lag of 500 m from 0 to 5 km. 
Spatial analyses were conducted using SAM v. 4 [300], and test significance (α = 0.05) was 
calculated with 999 permutations. 
 We then analyzed relationships between CORTf, SIs, and the physical environment 
by generalized linear mixed models (GLMMs) using PROC GLIMMIX in SAS v. 9.2 (SAS 
Institute, Cary, NC, USA). We developed sets of candidate models for each of our four 
predictions. We considered habitat (NIAL, INTA, NVEG, veg6), weather (PDM, TMAXmoult), 
SIs (δ13C and δ15N), and spatial structure (population size, isolation, and density) variables 
as predictors in separate models with CORTf as the dependent variable. We then 
considered habitat (NIAL, INTA, NVEG, veg6) and weather (PDM, TMAXmoult) variables as 
predictors in separate models with either δ13C and δ15N as the dependent variable. For 
each group of candidate models, we considered all possible combinations of predictor 
variables, and additionally considered variables individually. All sets of candidate models 
additionally included feather‐year as a covariate, a predictor × feather‐year interaction 
term, and population identity as a random term. CORTf values were log transformed and 
δ15N values were square root transformed to improve normality. 
 
Model selection procedures were implemented to assess the strength of evidence 
for the relative influence of the different independent variables included in the models for 
each tested prediction [301,302]. We included the entire set of independent variables and 
covariates separately for the full models of each tested prediction. All candidate models (i.e. 
all possible combinations of variables) were then derived from the full models. Then, we 
used information‐theoretic inference based on the Akaike’s Information Criterion 
corrected for small sample sizes (AICc) and ranked the candidate models according to their 
differences in AICc. Candidate models within two AICc points of the most parsimonious 
odel (i.e. smallest AICm c) were considered as having similar statistical support.  
 
 
.3. Results 6
 
Overall, CORTf values were significantly higher in feather‐year 2004 than they were 
in 2005 (mean ± SE: 2004 = 8.06 ± 0.35 pg mm‐1, 2005 = 6.27 ± 0.28; F1,135 = 8.54, P = 0.004; 
Fig. 6.2a). δ13C values were significantly lower in 2004 than in 2005 (mean ± SE: 2004 = ‐
22.10 ± 0.08 ‰, 2005 = ‐21.38 ± 0.10 ‰; F1,126 = 28.60, P < 0.001; Fig. 6.2b), whereas δ15N 
values did not differ between feather‐years (mean ± SE: 2004 = 4.73 ± 0.17 ‰, 2005 = 5.16 
004  
109
± 0.40 ‰; F1,128 = 1.46, P = 0.23). PDM was greater in 2004 than in 2005 (mean ± SE: 2
= 45.97 ± 6.10 mm, 2005 = 23.88 ± 3.41 mm; F1,10 = 9.98, P = 0.01; Fig. 6.2c), whereas 
TMAXmoult did not differ between years (mean ± SE: 2004 = 29.68 ± 0.61 °C, 2005 = 30.06 ± 
0.35 °C; F1,19 = 0.21, P = 0.65). PDM and TMAXmoult were not correlated in either year 
(Pearson correlations; 2004: r = ‐0.105, P = 0.67, n = 19 populations; 2005: r= 0.367, P =  
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Figure 6.2. Means (± SE) plots of (a) corticosterone (CORT ) and (b) δ C and δ N values 
from feathers of Dupont’s larks, and (c) total precipitation (PDM) and average maximum 
daily temperature (TMAX ) during moulting in 2004 (filled circles) and 2005 (open 
circles)
f 13 15
moult
. 
0.22, n = 13 populations), suggesting that inter‐annual differences in PDM operated 
ndependently of temperature.  i
 
6.3.1. Spatial patterns of CORTf 
 
  Using a classic spatial autocorrelation analysis, we detected a positive effect of 
proximity on CORTf (Fig. 6.3). The global model for feather‐year 2004 revealed statistically 
significant positive spatial autocorrelation only in the first bin (0 – 5 km) (expected 
Moran’s I = ‐0.009, observed Moran’s I = 0.195, P = 0.001). Analyses failed to detect any 
significant spatial effects (all P > 0.32) for feather‐year 2005. At a small spatial scale we 
detected positive spatial autocorrelation in three bins (0 – 500 m: I = 0.506, P = 0.001; 2000 
– 2500 m: I = 0.353, P = 0.002; 3000 – 3500 m: I = 0.799, P = 0.001). When we removed the 
largest populations (> 40 occupied territories) from this analysis, so that between‐ 
individual distances of > 3.5 km implied that individuals were in separate local populations, 
only the effects in the first bin were maintained (0 – 500 m: I = 0.500, P = 0.002; all other 
bins: P > 0.17). In summary, we found higher similarity of CORTf in pairs of individuals at 
ery limited spatial scale and, importantly, only within discrete local populations.  v
 
6.3.2. Relationships between CORTf, SIs, and the physical environment 
111
 
Of the set of candidate models explaining variation in CORTf in terms of traditional habitat 
measures and weather during the moulting period, the most parsimonious models in each 
group included only feather‐year (Table 6.2). This indicates that neither traditional 
 
Figure 6.3. Correlogram demonstrating the geographic structure of CORTf similarity. Only 
pairs of individuals separated by straight‐line distances less than 5 km in 2004 (marked 
with asterisks) showed significantly similar values (P = 0.001). Filled and open circles 
represent values for 2004 and 2005, respectively. Lines (solid: 2004; dotted: 2005) show 
xpected values of Moran’s I. 
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habitat measures nor weather did a better job than feather‐year at explaining the variation 
in CORTf. By contrast, when we considered relationships with isotopes, the best‐supported 
model included δ13C, feather‐year, and a significant interaction term (Table 6.2). When we 
analyzed the relationship between δ13C and CORTf separately by feather‐year, we found a 
significant negative relationship for 2004 (F1,81 = 17.24, P < 0.0001), but not for 2005 (F1,27 
= 0.60, P = 0.44). Our sample size was considerably smaller in 2005, which likely reduced 
statistical power. The next best supported model had nearly identical statistical support 
(Table 6.2), included only δ13C, and revealed the same negative relationship. These results 
indicate that overall CORTf appears to negatively covary with δ13C. There was no statistical 
suppor et that any model including δ15N explain d significant variation in CORTf. 
Of the models explaining variation in δ13C in terms of habitat, the best‐supported 
included only feather‐year (Table 6.3). The next most parsimonious model received nearly 
identical statistical support and also included INTA and NVEG (Table 6.3), suggesting that 
both these landscape matrix variables were related to CORTf. Of the models explaining 
variation in δ13C in terms of weather during moulting, the most parsimonious included 
effects of TMAXmoult and feather‐year, but the estimate on the former parameter was poor 
(Table 6.4). A model receiving nearly identical statistical support included only feather‐
year (T eak. 
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able 6.4). Thus it appears that the influence of weather on δ13C was likely very w
The best supported models explaining variation in δ15N in terms of habitat and 
weather included only the intercept (Table 6.5). Although similar statistical support was 
found for a model including NVEG only (Table 6.5), this model still nearly completely 
lacked explanatory power. Thus, neither habitat nor weather during moulting explained 
significant variation in δ15N. 
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6.3.3. Relationships between CORTf and the spatial structure of the metapopulation 
 
  The best‐supported models explaining CORTf in terms of population size, isolation, 
and density included only feather‐year (Table 6.6). Population size, isolation, and density 
variables failed to explain more variation than the intercept alone. Thus, we lack statistical 
vidence that any of these variables were significantly related to CORTe
 
f. 
6.4. Discussion 
 
.4.1. Interplay among CORT6
 
f, SIs, and the physical environment 
118
 
Our results indicate that synchronising CORTf with SIs is a promising approach to 
studying habitat‐physiology relationships in birds. Surprisingly, and contrary to our 
prediction, CORTf was not related to any of the traditional habitat variables we measured. 
However, by using SIs as a proxy for the local environment, we detected a significant 
negative relationship between δ13C and CORTf. The direction of this relationship is 
contrary to what we predicted and suggests that larks feeding on diets that were relatively 
depleted in 13C may have been coping with relatively greater energetic challenges. 
Although our study cannot determine conclusively the factor(s) that caused variation in 
CORTf or δ13C, the fact that these variables covaried suggests that larks were responding 
physiologically to some aspect of their local environment to which δ13C was apparently 
sensitive. Values of δ13C were not high enough to indicate that larks in our study were 
feeding from a C4‐based food web [278], but lark feathers were significantly enriched in 13C
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CORT [164,306]. Thus, it is likely that δ13C values in our study reflected the quality or type 
of food that larks consumed (e.g., an abundance of C4‐feeding insects in 2005), which may 
have affected individual physiology. Values of δ13C were related, to a limited extent, to the 
land uses surrounding lark habitat patches (i.e., in the landscape matrix), but not 
vegetat i
120
ion type within patches. This result is in line w th previous findings that lark 
occurrence in our study area is related to land uses surrounding, but not within, lark 
habitat patches [280]. Larks forage exclusively within habitat patches [285,286] and were 
likely influenced by diet subsidies originating beyond the local environment [307]. Thus, 
our study highlights the importance of considering physiology in a landscape context, and 
shows how combining CORTf with δ13C can help provide that perspective. 
We did not detect relationships between CORTf and either δ15N or weather during 
the moulting period, despite considerable variation in both. Moreover, contrary to our 
prediction, we only found weak support that land use influenced δ15N values. Values of 
δ15N did not differ significantly between years; however, there was substantial variability 
among individuals (1‐12‰). Larks are virtually imprisoned in suitable habitat patches 
[280] and their diet likely comprises a large range of available arthropod prey [285,286]. 
Signatures of nitrogen isotopes would therefore be expected to vary with food items that 
were opportunistically available and locally abundant, and may have been additionally 
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d 
 downpours [295], and 
dual moult did not coincide 
 
influenced by the presence of nitrogen‐fixing plants. Our results suggest that whatever the
factor(s) responsible for variation in δ15N, it apparently did not significantly affect CORTf. 
Similarly, despite a nearly two‐fold decrease in PDM between 2004 and 2005, we detecte
o significant relationships between weather and CORTn
m
f. Precipitation during the lark 
oulting period in our study area falls mainly as short‐duration
P
w
DM was measured over three months. If the timing of indivi
ell with periods of rainfall, then CORTf would not have been strongly influenced by 
responses to precipitation. Alternatively, larks may have been within their physiological 
ability to cope with the variation in weather they experienced.  
 
6.4.2. CORTf and the spatial structure of the metapopulation 
 
Why was none of the habitat and spatial structure variables related to CORTf? 
Spatial autocorrelation analysis revealed that, for the same inter‐individual distance, larks 
within suitable habitat showed significant similarity in CORTf, whereas individuals 
separated by unsuitable habitat did not. In other words, the closer individuals were 
spatially, the more similar their CORTf values were, but only within local populations. We 
reason that this is physiological evidence of habitat change. Habitat loss and fragmentation 
has led to highly isolated and island‐like local populations in a predominantly unsuitable 
landscape [see also 308]. Consequently, the composition of the landscape and its spatial 
configuration has undergone large changes, and CORTf patterns that represent 
physiological responses to local conditions may no longer be correlated. Additionally, 
inbreeding and genetic relatedness of larks increase with increasing habitat patch isolation
 
in our study area [309]. This suggests an intriguing explanation that patterns of CORTf 
could indicate genetic relatedness among spatially closer individuals. Future research 
should clarify the relative influence of fragmentation and inbreeding on patterns of CORTf.  
It is possible that the habitat and spatial structure variables we measured were not 
relevant to lark physiology, or were operating at spatial and temporal scales that made 
relationships between these variables and CORTf unlikely. Larks are confined to remnant 
habitat patches and local populations have independent population dynamics [280,289]. 
Therefore, factors that operate beyond the patch environment (e.g., isolation) may not have 
any influence on lark physiology, which is determined at a local scale. Although this is a 
reasonable explanation, when we considered a more appropriate scale and variables that 
should directly influence physiology (i.e., local vegetation community, size of local 
populations), we still failed to find relationships with CORTf. Similarly, we failed to detect a 
relation as 
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etapopulation. Although patch‐ 
es such as patch size, isolation, and composition of the 
ndscape matrix may influence population dynamics in highly fragmented populations, we 
ship between density and CORTf. The short time lag between when density w
measured and when larks grew feathers could account for this. Although territoriality may 
be relaxed during moulting, the number of individuals within patches would have 
remained similar. Thus, we believe our measures of density were valid during the moulting 
period. We therefore lack evidence to support an influence of conspecific density on CORTf, 
and add to a very small number of studies addressing this in the wild [e.g., 310].  
Collectively, these are important negative results that we believe highlight a 
itat and physiology in our lark mdisconnection between hab
nd landscape‐level variabla
la
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and SI signatures in feathers. Additionally, consideration of genetic effects, 
 limited dispersal, may offer further insight into spatial 
n, our non‐invasive feather‐based approach is ideal for use 
erful ecophysiological information to habitat studies of 
have shown that individual physiology is likely determined at much smaller spatial scales 
and may operate entirely separately from these processes.  
6.4.3. Concluding remarks 
 
Our study highlights the utility of combining feather‐based measures of CORT and 
SIs to study habitat‐GC relationships. Had we relied solely on traditional measures of 
habitat, and even those measured at the patch level, we would have erroneously conclude
that habitat was not influencing CORTf in larks. It is crucial to avoid committing this kind of 
error when managing any population, but especially so for endangered species, and our 
feather‐based approach may help reduce the likelihood of such mistakes. Importantly, we 
show that measures of habitat and population structure likely to influence population 
dynamics in larks were not related to an integrated measure of CORT physiology. We see 
this as evidence of the disconnection between habitat and physiology in highly fragm
populations. Our approach helped us better understand habitat‐physiology relationship
the individual level. CORTf was related to δ13C, providing evidence of a physiological 
response to the local ecological conditions to which larks were exposed. Future studies will
benefit from measuring SI signatures in local vegetation and prey items to better 
nderstu
particularly in populations with
variation in CORTf. In conclusio
 can provide powi
b
n the field and
irds.  
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at feather CORT may be a proxy for individual energetics. My 
 
similar between the two species, the direction of responses differed, suggesting different 
biological effects. This difference in direction may have been due to the type of challenge 
 
Chapter 7. General discussion 
7.1. Overview 
 
I detected relationships between feather CORT and ecological variables in every 
context I studied. The long‐term integrated measure was related to a diversity of challenges
including rearing environment, habitat quality, and reproduction. The effects of all these 
factors operated over time periods longer than one week. This suggests that feather COR
quantified activation of the HPA axis in response to ecological variability in general, rath
han in response any specific type(s) of challenges. A unifying theme of my work was that
when interpreted in the p
xertion. This indicates th
ork su
e
w ggests that feather CORT will likely be useful in moving both theoretical and 
applied research towards a holistic, energetics‐based perspective of GC ecophysiology.  
 
7.2. Project comparisons 
 
Nestling swallows and shearwaters that experienced more challenging conditions 
tended to have feather CORT values that were on average ≤ 1 pg/mm different than control
birds (Table 7.1, Chapters 2 and 3). Although the magnitude of responses appeared to be 
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1. C f f alues (p )  mTable 7. omparison o
 
eather CORT v
Context 
g/mm  from y thesis projects.  
 Source  Species and
age 
Year  Min  Max  Range  Mean SE 
Hatched and
raised in aspen 
 
 
1.69  6.08  4.39  3.17  0.17 
Hatched in aspen, 
raised in plywood
 
1.79  5.89  4.10  3.36  0.17 
Hatched in 
plywood, raised 
in aspen 
 
2.11  6.19  4.08  3.51  0.17 
hapter 
 
Nestling 
tree 
swallows 
Hatched and 
raised in plywood
 
2009 
2.08  7.71  5.63  3.78  0.23 
Raised by 
handicapped 
parents 
 
2.96  5.92  2.96  4.45  0.83 
Chapter 
3 
Nestling 
Cory’s 
shearwaters  Raised by unmanipulated 
parents 
 
2004 
3.45  8.10  4.65  5.46  1.61 
Experimentally 
enriched cages 
 
1.53  27.49 25.96  9.52  1.68 
Non‐enriched 
controls 
 
2007 
1.81  15.11 13.30  6.11  0.69 
Experimentally 
enriched cages 
 
3.46  27.42 24.46  7.61  0.68 
Chapter 
4 
Captive 
adult Clark’s 
nutcrackers
6 
Non‐enriched 
2008‐
09 
3.60  24.50 20.89  7.56  0.54 
C
2
                                                
 
 
6 Data presented here do not include final section of second feather. 
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E Source  Species and 
age 
Context  Year  Min  Max  Range  Mean  S
Chapter 
5 
Adult tree 
swallows 
Variation in 
reproductive 
effort 
2009  1.65  3.45  1.80  2.44  0.10 
2004 
 
3.44 
 
21.09
 
17.65 
 
8.06 
 
0.35
 Chapter 6 
Adult 
Dupont’s 
larks 
Variation in 
physical 
environment and 
spatial structure 
of population  2005  3.27  13.61 10.34  6.27  0.28
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By contrast, shearwaters were coping with a dwindling energy supply, which would 
necessitate a strategy to conserve energy (i.e., suppressed CORT secretion). Life history 
variation may provide some additional insight into species‐specific responses. Shearwater 
chicks may have adaptively suppressed CORT secretion because their extended nestling 
period allowed for compensatory growth. By contrast, tree swallows may not have been 
willing or able to risk slowed growth associated with CORT suppression [35] because they
have a relatively short nestling period. Interestingly, survival to fledging was not affected i
either species, suggesting that individuals were within their ability to cope physiologically 
with energetic challenges.  
Compared to nestlings, there was considerably more variation in the range of 
individual adult feather CORT values (Table 7.1, Chapters 4, 5, and 6). In part, this likely 
reflects species differences, but could also reflect the functioning of the HPA axis, which 
would be fully mature in adults. If the range of values is any indication of the strength of 
responses, then the greatest feather CORT responses were evoked by enrichment and its 
removal in nutcrackers (Chapter 4). Birds receiving experimental enrichment showed 
CORT v parenalues nearly double that of unenriched controls, but these changes were ap
not related to behavioural changes. This is an interesting finding considering that 
enrichment appeared to be the least energetically‐demanding challenge I studied. The 
enrichment study differed significantly from the others in my thesis in two ways. First, it 
was the only study conducted with captive birds and this may have influenced the 
sensitivity of birds to challenges. Second, the change of environment at such a small scal
may have been a predominantly psychological challenge. Challenges in my other studies 
may have had a psychological component but were likely more physically or 
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t 
t, was the component to which larks were 
ther locations 
ity and 
f 
physiologically demanding (e.g., reproduction, decreased provisioning). Physically 
deman 5]. ding challenges would require increased energy and CORT would facilitate this [1
The psychological context of challenges can influence HPA activity [89], so it is possible 
that the perceived challenge of enrichment objects influenced CORT levels in nutcrackers
is not clear if the percent change in CORT in response to the (presumably) psychological 
challenge of enrichment indicates an increased level of energy demand relative to more 
physical challenges. Recent work suggests that psychological challenges may not incur an 
actual increase in energy demand [311], but this need not preclude preparative 
psychological activation of the system.      
  Larks also showed substantial variation in feather CORT (Chapter 6). Lark feather 
CORT was related only to δ13C, which was a proxy for habitat. Interestingly, it appears tha
the quality of habitat, rather than the amoun
responding. Habitat in the Ebro Valley is degraded relative habitat in o
throughout the lark’s range. Comparisons of feather CORT from larks in better qual
more intact habitat (e.g., Morocco) would provide some context for the range of values 
observed in my study.  
The range of feather CORT values for adult tree swallows (Chapter 5) was 
considerably smaller than it was for other species, which is interesting considering that 
reproduction is an energetically‐demanding activity. Evidence suggests that tree swallows 
may be able to raise broods of up to seven or eight without any major costs [260], so 
perhaps the range of swallow CORT values reflect this. Quality may also play a role, as I 
suggest in Chapter 5, because the birds sampled included only those that survived to 
reproduce the subsequent year. This could also be a sample size issue; a wider sample o
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birds, including those that failed to reproduce and those that were most productive, would 
be expected to express a wider range of CORT values. 
Cross‐species comparisons should be interpreted cautiously, particularly among 
different ages and challenges. However, compared to previously published studies u
feather CORT [64,105,107], my results are within the ranges of values reported and ar
even on the low end. All variables that I related to feather CORT persisted for a minimum o
10 days.  Although it is not possible to know exactly how long the challenge lasted in each 
of these cases, these variables are likely more representative of longer‐term ecological 
variation than acute stressors. The significant relationships between these challenges and 
feather CORT suggests that a long‐term integrated measure of CORT was appropriate for 
measuring HPA responses to these factors.  
 
7.3 Energetics: towards a holistic perspective of CORT ecophysiology  
 
A unifying theme of my findings is that, when considered in an appropriate 
ecological context, feather CORT predictability could be conceptually linked to actual or 
perceived energetic demand or exertion. Energy is a common currency of both 
physiological and ecological systems. Therefore, it is not surprising that a hormone integral 
to energy partitioning is related to diversity of ecological, behavioural, and physiological 
factors, as my work and that of numerous others suggests. Clearly, CORT does not act alon
in this regard [13,142]. However, the sensitivity of the long‐term integrated measure to a 
variety of ecological stimuli suggests that CORT is integral to how individuals interface 
physiologically with their environment. By mobilizing energy substrates, CORT helps 
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tion would 
ly more energy is directed to reproduction when the perceived value is 
s explanation would predict a relationship 
 lower mass‐specific metabolic rate and lower 
 
 
individuals adjust available energy appropriately to cope with whatever demands the 
environment—both internal and external—may place upon them [14‐16]. However, rathe
than measuring the instantaneous CORT response to those demands, feather CORT 
measures the total response over the period of feather growth (i.e., the integrated 
response).  
Energy partitioning may be a common thread that explains how feather CORT 
relates to ecophysiological variation across different contexts. Thus, I suggest that feather 
CORT measures an energetic correlate of ecophysiological variation in birds. In this 
context, levels of GCs may be an indicator of demand for specific types (i.e., carbohydrate‐, 
protein‐, or lipid‐based) or amounts of energy or, depending on when GCs are measured, a 
proxy for energetic expenditure. I am not suggesting that this is a new idea; numerous 
authors frame their GC results and models in the context of energy, and entire models are
built on the concept (e.g., [8,29,71,252,312]). However, as my work shows, feather CORT
can be linked conceptually to individual energetics.  
To be robust, an energetics explanation should have broader explanatory power. 
or example, why are baseline CORT levels higher in species where the importance of 
urrent reproduction is presumed to be higher [27,313]? An energetics explana
F
c
suggest that relative
higher. As another example, an energetic
etween body size and CORT because the
ate of 
b
r heat loss of larger endotherms [314] should require less CORT relative to smaller
individuals. Indeed, such a relationship between body size and CORT exists [27]. 
Furthermore, metabolic rates are generally slower for sedentary tropical species than they
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7.4.1. The ecophysiological niche model 
 
CORT values are governed by physiological regulators [142] that respond to the 
myriad stimuli that contribute to energy balance (e.g., body condition, territorial defence, 
are for migratory temperate ones [315], and daily energy expenditure is higher in arctic 
breeding birds than in temperate ones [316]. This suggests that CORT should be lower in 
lower latitude species than in higher latitude ones. Evidence suggests this is the case, at 
least for maximum CORT levels [27]. Breeding season length is believed to be a major 
driver of temperate‐tropical CORT differences in birds [29]. Although I agree with this 
interpretation, an energetics explanation suggests an additional overlapping explanation. 
Latitudinal patterns of energy availability [317] may explain why individuals living in 
tropical environments do not need to exert as much energy as their temperate 
counterparts. Daily energy expenditure is driven in part by temperature and food 
[318,319]. Birds living in places that are more energy‐rich (more food and warmth) should
have lower CORT, and data support this idea [29,320].  
The above evidence, in conjunction with my thesis studies, provides examples of 
how energetics may provide a useful framework for predicting patterns of CORT within 
and across ecological contexts. But how do feather CORT values reflect the complex 
energetics generated by continuous responses to ecological variability? Moreover, can the 
energetics concept be extended to explain how CORT values relate to fitness?  
 
7.4. Future outlook 
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ambient temperature). I argue that feather CORT, as an integrated measure, reflects to a 
certain extent the individual’s “solution” to resolving, in a way that maximizes fitness, the 
numerous perceived and actual energetic demands varying throughout space and time 
during feather growth. In a sense, this is similar to the allostasis concept [8] in that it 
relates CORT to an energetic currency that reflects the energetic state of the individual. 
Here, I develop a theoretical model that differs from allostasis in that it does not attach any 
physiological outcome or state to levels of CORT. Rather, it seeks to explain how a long‐
term integrated measure relates to variation in CORT physiology in the broadest 
ecophysiological sense. The theoretical model I am introducing considers two axes which 
reflect the natural range of environmental and physiological variation that directly or 
indirectly influence individual energy balance throughout time. I use feather CORT as the 
 
physiological measure, but the model accommodates any integrated physiological variable 
relevant to energy balance.  
Starting from the Reactive Scope Model [142], which expresses a flexible range of 
physiology throughout time (Fig. 7.1), I add an environmental axis to explain what is 
implicit in both that model and allostasis: physiological mediators reflect responses to the
nvironment over time. This sets physiology in an environmental context in which CORT 
alues must be interpreted. The environmental axis represents the natural  
e
v
 
 
Figure 7.1. Depiction of a hypothetical range of values of physiological mediator (e.g., 
CORT) expressed by an individual over time. Grey bar represents circadian variation in
physiology; black line immediately above grey bar represents peak values in response to 
predictable daily challenges (e.g., foraging). Horizontal lines define the range of possible 
values in a healthy animal. Scales of both axes are arbitrary. Figure adapted from [142]. 
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range of variability over time of all biotic and abiotic components of the environment 
external to the individual. For simplicity I consider this as a single axis; in reality it is a 
multi‐dimensional abstraction (Fig. 7.2 “a”) that represents numerous interacting 
environmental parameters (e.g., climate, vegetation, conspecifics, predators). Similarly, the 
physiological axis represents the natural range of variability of individual physiology and 
behaviour. This is also a multi‐dimensional abstraction (Fig. 7.2 “b”), representing 
innumerable interacting physiological and behavioural parameters occurring in time (e.g., 
immune response, growth, reproduction), that I consider as a single axis for simplicity. 
Because the model includes a time axis, it recognizes that both the environment and 
individual physiology and beha our can vary on a short‐term b  (i.e., the context of an 
immediate stressor) and over longer time periods (e.g., the context of seasonal changes). 
There is important overlap between the environmental and physiological axes that 
defines a “hypervolume” (Figure 7.3 “c”), to borrow from Hutchinson [321]. This 
hypervolume expresses the theoretical boundaries, for a given time and space, of an 
individual’s total CORT secretion that will make positive (or neutral) contributions to 
fitness; CORT values that fall outside this space contribute negatively to fitness. Thus, the 
 et 
rmal reactive scope”, but with an explicit environmental context. 
vi asis
exact shape of the hypervolume is determined by the theoretical range of CORT values that 
maximizes an individual’s fitness in response to all physiological and behavioural demands 
in time and space. This is entirely dependent on individual ecophysiological context but, all 
else being equal, the greater the hypervolume the greater the predicted range of CORT 
values that should positively contribute to fitness. In a sense, this is analogous to Romero
l.’s [89] “noa
 
 
Figure 7.2. The intersection of complex sets of env onmental (“a”, white) and physiological 
a b c 
ir
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(“b”, dark grey) parameters related to individual energy balance over time defines an 
“ecophysiological hypervolume” (“c”, light grey). Both the environmental and physiological 
axes are multi‐dimensional abstractions, depicted here as three‐dimensional objects for 
simplicity.  
 
 
(a) 
(b) 
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Figure 7.3. Hypothetical depictions of how individual constraints and quality could alter t
shape of the ecophysiological hypervolume. (a) Ecological and physiological constraints 
could restrict the hypervolume early (bottom) and later (top) in life. (b) Better quality 
individuals (left) would be expected to tolerate a wider range of, e.g., CORT values than 
lower quality individuals (right), hence the enlarged hypervolume.  
he 
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 to 
veloping HPA axis (e.g., [116]) or an 
 
 
The dimensions of the hypervolume can change with individual characteristics s
as life history stage, age, and individual quality; similarly, temporal changes in the 
environment can influence the range of physiological values that will positively contribu
to fitness. For example, an individual that is constrained in its ability to respond
c
a
hallenges, such as a nest‐bound nestling with a de
ging individual (e.g., [322]) that can no longer move great distances, would be expected to
have an increasing or decreasing hypervolume, respectively (Fig. 7.3a). Similarly, 
individual quality should influence hypervolume such that, all else being equal, better 
quality individuals should have a greater hypervolume (Fig. 7.3b) because they can 
withstand the effects of a greater range of CORT, particularly increased levels (e.g., Chapter 
5).  
When considered in the above terms, this hypervolume can be thought of as 
defining an “ecophysiological niche”. This theoretical construct reflects the complexities of 
both the environment and the individual’s physiology and behaviour throughout time and 
space. Feather CORT, as an integrated value, measures a portion of this hypervolume and 
therefore may help quantify the ecophysiological niche. That is, feather CORT measures 
total CORT released in response to the complex ecophysiology occurring during the period 
of feather growth. This may be a small or large potion of the ecophysiological niche, 
depending on the time scale considered. Feather CORT may therefore be useful in a way 
similar he  to how stable isotope ratios are currently being used (e.g., [323]). Combining t
two may be particularly powerful, as my results suggest (Chapter 6), because it integrates
information from several environmental and physiological sources. As a note of caution, 
CORT physiology is only a part of the greater physiological response to environmental 
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sing nest boxes is a conservation priority for some species (for a review see 
nderstand how nest box characteristics influence inhabitants 
sing 
 
t 
is 
challenges, as Romero et al. [142] point out. Nevertheless, by measuring a multi‐
dimensional perspective of CORT physiology, feather CORT provides a measure better 
suited to studying physiological responses to complex ecological phenomena.   
 
7.4.2. Management and conservation implications 
 
My work provides information directly relevant to management and conservation. 
For example, insight into the influence of nest box microclimate on CORT in nestling tree 
wallows may help improve nest box design [324]. Augmenting populations of cavity 
esters u
s
n
[
[
325]), and it is important to u
324]. My research adds an important physiological dimension to consider. By increa
our understanding of how some nestling Procellariids cope with decreasing food supply, 
my work may help efforts to mitigate effects of declining fish stocks on seabirds. My results
suggest that lower (rather than the often expected higher) CORT values indicate birds 
coping with nutritional challenges. Combining CORT with SIs from Dupont’s lark feathers 
provided a physiological interpretation of the ecological conditions to which larks were 
exposed. Lark physiology was influenced more by factors at a local scale than at scales tha
drive population processes. This information is directly relevant to how populations of th
endang
 
ered habitat specialist are managed.  
The evidence above suggests that feather CORT can provide a measure of how
individuals are generally coping with their environment. As such, feather CORT may be a 
valuable biomarker [272]. Feathers are easy to collect and store and are suitable for use in 
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conservation contexts in the wild or captivity. Importantly, because feathers travel with 
their bearer, it is possible to collect them at any time between moults. This is particularly 
useful for species that are secretive or otherwise inaccessible during part of their life, but 
are more accessible or aggregate at other times. By combining this information with other 
metrics (e.g., SIs), we may achieve a more complete understanding of how individuals 
perceive and respond to their environment. This information is essential to proper 
management and conservation plans. Moreover, using feather CORT in a CORT‐energetics 
framework may be especially useful in helping understand avian responses to climate 
change. 
 
7.4.3. Future research needs 
 
We can more easily understand the consequences CORT has for measures of 
performance and components of fitness if we can find a commonality in how we interpret 
the causes of variation in CORT. Without this connection, a reductionist approach will 
continue to highlight disjointed pieces of a complex ecophysiological puzzle. The intent of
my thesis was to gain an understanding of a measure of CORT physiology that moves 
beyond “baseline” and “stress‐induced” values. I did this by addressing the causes of 
variation in feather CORT in the context of longer‐term challenges. My research suggests 
that energetics can provide a unifying framework within which to interpret CORT levels. 
Future research will be instrumental in gaining a fuller understanding of how 
feather CORT relates to ecophysiological variation and individual energetics. This is 
particularly important to the use of feather CORT as a biomarker. Correlative work should
 
be substantiated with experiments that manipulate candidate energetic factors. Research 
at multiple levels of biological organization and spatial scales is needed to clarify some key 
points. We need a better understanding of the process by which CORT is deposited in 
feathers at the cellular and tissue levels. Does this process vary among individuals, life‐
history  
n 
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 period, or species? Related to this, we need a better understanding of how feather
tissue integrates baseline and stress‐induced CORT levels. Does one explain more variatio
in feather CORT than the other? Field studies are essential to determining how frequently 
free‐living birds actually encounter stressors. The idea that CORT in feathers is 
proportional to the severity of the challenge, as has been suggested for plasma CORT [15], 
should be tested experimentally. Additionally, it will be interesting to determine if different 
types of challenges (e.g., physical vs. psychological) differentially influence feather CORT. 
Studies should also address the sensitivity of feather CORT to variation in specific energe
demands within and among life‐history periods. Identifying ecological factors and sp
energetic demands that explain a disproportionate amount of variation in feather CORT 
will be particularly useful. Expanding the geographic scale of investigations using the 
CORT‐energetics hypothesis may provide a physiological mechanism underlying species‐
energy relationships [317].  
Although my research could not directly address the consequences of variation in 
feather CORT, it is interesting to note that using post‐breeding feather CORT I was able 
connect, albeit correlatively, the consequences of one breeding season to behavior of the 
following breeding season (Chapter 5). As I suggest in Chapter 5, this begs the question o
whether a carry‐over effect was operating in tree swallows and, if so, if feather CORT 
quantified it. Although it is highly unlikely that CORT secreted during feather growth has
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ality (Chapter 5). Studies 
the potential relationship between feather CORT and carry‐over effects.  
 
any direct influence on behaviour months later, CORT’s role as a metabolic hormone could 
easily influence individual state (i.e., condition) following breeding and possibly into 
igration. Individual quality may influence how effects carry‐over into subsequent periods
269], and my work suggests that feather CORT is related to qu
m
[
should investigate 
Finally, additional research may improve the techniques by which we extract and 
measure CORT in feathers. The estimation of true extraction efficiency is hindered by the 
constraints of impregnating keratin tissue with radioactive tracer, and percent recovery of 
tracer from extract solution (i.e., filtering efficiency) is used as a proxy. A second extraction
of feather material with methanol yielded no additional detectable CORT [105], suggesting 
that a single methanol extraction removes most, if not all, CORT from the feather tissue. 
The percent recovery of tracer from extract solution (i.e., recovery efficiency) is a 
meaningful metric in the extraction procedure as it as it provides a measure of 
reproducibility in this important step, but future studies should strive to develop a 
technique for estimating true extraction efficiency. It also remains a possibility that the RIA 
measures some compound(s) in addition to CORT [105]. Chromatography and mass 
spectroscopy work will be essential for identifying all potentially cross‐reactive substances 
in feather extracts, and careful studies of antibody dynamics will determine which 
substance(s), if any, other than CORT is being detected by RIA.  
I want to emphasize that these knowledge gaps need not invalidate studies using 
feather CORT. CORT from feathers relates significantly and meaningfully to numerous 
ecological factors, as I and others have shown. This strongly suggests that feather CORT 
provides relevant information about the physiological functioning of birds. Clarifying 
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disentangling the ecological causes and consequences of feather CORT will only
understanding of this important ecophysiological measure.      
 
7.4.4. Conclusions 
 
My thesis research provides a foundation upon which future work can refin
understanding of feather CORT. The application of feather CORT to addressing unresolv
issues in avian CORT physiology is just beginning. It is clear, however, that feather COR
provides a physiological measure that is generally relevant to avian ecophysiology. My 
work and that of others suggests that approaching avian ecology studies from an energetic
icial becauperspective may be  n currency wit
understand individual responses to ecologica  as the influen
physiology on measures of performance and fitness. My work suggests that using th
approach in the context of CORT may be useful for moving research towards a more
understanding of the role GCs play in mediating the relationship between birds and their 
environment and, ultimately, fitness. The energetics explanation is an attempt at providing
a testable framework for such an approach and has wide applicability to studying 
theoretical and applied questions. The ecophysiological niche model is intended to provide 
a theoretical backdrop for understanding feather CORT values and how they may relate to 
fitness. It is my hope that by putting CORT into a context that both ecologists and 
iologists can relate to, my ideas outlined   for more prod
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